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 Cada vez es más habitual encontrar equipos multidisciplinares en los hospitales, 
donde los pacientes que acuden a terapia para tratar de mejorar o mantener su salud, se 
encuentran con un equipo formado por enfermeros, médicos, psicólogos, fisioterapeutas 
y terapeutas ocupacionales, el cual se encarga de realizar un plan de trabajo para llevar 
a cabo la recuperación de los pacientes combinando cada una de las disciplinas a las que 
pertenece cada miembro. Este trabajo es reflejo de este hecho innegable y representa el 
fruto del esfuerzo de un innovador equipo multidisciplinar formado por un grupo de 
médicos, biólogos, farmacéuticos, químicos y físicos de tres grupos de investigación con 
muy diferentes intereses científicos en un principio, pero unidos por este proyecto para la 
consecución de los objetivos del mismo: el grupo de Química de Dendrímeros para 
Aplicaciones Biomédicas (BIOINDEN) de la Universidad de Alcalá de Henares, el grupo de 
Biofísica de la Universidad de Lodz (Polonia) y el Grupo de Inmunobiología Molecular del 
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 Nanotechnology is a scientific discipline that studies the application of 
nanoscopic displays to different fields: Electronics, Chemistry but also Biomedicine. 
Dendrimers are nanoscopic polymers that have deserved a great attention in the last 
years due to their potential application, including light harvesting and energy transfer, 
nanoscale catalysis, chemical sensors, unimolecular micelles, enzyme mimics, 
encapsulation of guest molecules, molecular recognition, diagnostic agents, 
microbicides and gene and drug delivery. On the other hand, the use of oligonucleotides 
is being evaluated in distinct biomedical areas. Antisense oligonucleotides are short 
sequences of 15-30 nucleotides, DNA or analogues synthetic complementary (or 
antisense) to a given target sequence; they are designed to interfere with a biological 
event such as transcription, translation, or splicing. One of the main existing problems of 
the therapy with antisense oligonucleotides is to achieve appropriate therapeutic levels. 
It is necessary to administrate huge doses to achieve the desired biological effect, given 
that oligonucleotides present a high affinity to bind plasmatic proteins such as albumin. 
It is thought that the use of a carrier could prevent the union to plasmatic proteins and 
would translate into higher levels of active oligonucleotide, extending its plasmatic life 
and decreasing its toxicity.  
 In this work, carbosilane dendrimers with peripheral cationic and anionic groups 
are studied in two HIV treatment biomedical applications; cationic carbosilane 
dendrimers have been evaluated for biocompatibility and binding to DNA leading 
dendriplex formation. It was studied their potential use as carriers for oligonucleotides 
along with the ability to protect them from binding to plasmatic proteins. These 
dendrimers are aimed to increase the plasmatic life of oligonucleotides, their 
bioavailability and to diminish the dose required to achieve the biological effect. 
Besides, supported evidence on the potential inhibition of the replicative cycle of HIV by 
these dendriplexes is shown. Anionic carbosilane dendrimers have been evaluated as 
antiviral molecules in HIV sexual transmission. These studies of biocompatibility and 
efficacy were performed on vaginal cell lines and primary cell cultures as peripheral 
blood mononuclear cells, macrophages and dendritic cells, in order to evaluate anionic 
carbosilane dendrimers as potential microbicides against HIV infection. First pre-clinical 
in vivo assay in rabbits is presented. This work establishes the bases for the evaluation of 
















 La investigación y utilización de nuevos materiales y dispositivos a una escala 
menor que un micrómetro, es decir, a nivel de átomos y moléculas, representa un área 
de la Ciencia llamada Nanotecnología. Richard Feynman, premio Nobel de Física en 
1965, es considerado el padre de la "nanociencia”. En 1959, propuso fabricar productos 
en base a un reordenamiento de átomos y moléculas. En la década de los 80, Kim Eric 
Drexler desarrolló el concepto de Nanotecnología, siendo hoy en día una de las ramas 
de la Ciencia con más capacidad de revolucionar la vida humana en todas sus vertientes. 
Si alcanzara sus potencialidades, su impacto desencadenaría una segunda revolución 
industrial, unas prestaciones en la medicina absolutamente revolucionarias (ej. 
predicción y tratamiento del cáncer). Aunque las primeras aplicaciones de la 
Nanotecnología se centraron en los campos de la Informática y de la Electrónica, pronto 
se abrió camino en el mundo de las Ciencias de la Salud. La Nanotecnología aplicada a la 
Medicina recibe el nombre de Nanomedicina y es una de las áreas que más puede 
contribuir al avance sostenible de los países en desarrollo, proporcionando nuevos 
métodos de diagnóstico y detección de enfermedades, mejores sistemas para la 
administración de fármacos y herramientas para la monitorización de algunos 
parámetros biológicos. La Nanomedicina es la base de esta Memoria. A continuación, se 
recogen los estudios realizados con nuevos polímeros de tamaño nanoscópico basados 
en la química del silicio con potencial aplicación biomédica en la infección por el virus de 
la inmunodeficiencia humana (VIH). 
 
 
 1.1. VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA 
 
 La pandemia global del VIH/SIDA es la mayor amenaza a la salud mundial con la 
que probablemente nos enfrentemos en nuestra generación. En 2008, el número de 
personas que vivían con el VIH en todo el mundo continuó aumentando hasta alcanzar 
una cifra estimada de 33,4 millones. El incremento constante en la población de 
personas que vive con el VIH refleja los efectos combinados de las tasas 
persistentemente altas de nuevas infecciones por el VIH y los efectos beneficiosos de la 




 Como otros agentes causantes de enfermedades infecciosas emergentes, el VIH 
pasó a los seres humanos por zoonosis. La aparición del sida y la identificación del VIH 
estimularon investigaciones que han permitido determinar que las variantes del VIH 
forman parte de un amplio grupo de Lentivirus que constituyen un grupo dentro de la 
familia Retroviridae [2]. Los virus de este grupo poseen propiedades morfológicas y 
biológicas comunes. La característica principal de los lentivirus a nivel clínico consiste en 
un período de incubación prolongado que desemboca en enfermedad después de varios 
años [3]. Existen dos tipos del VIH, llamados VIH-1 y VIH-2. El VIH-1 es más virulento e 
infeccioso que el VIH-2 y el causante de la mayoría de infecciones por VIH en el mundo 
[4]. El VIH-2 es menos contagioso y por ello se encuentra confinado casi exclusivamente 
a los países de África occidental [5]. Las cepas del VIH-1 son muy parecidas a las del virus 
de la inmunodeficiencia simia (VIScpz) del chimpancé, con una homología de secuencias 
de alrededor del 84  %; mientras que el VIH-2 está emparentado con el VISsm del Sooti 
mangabey y el VISmac del Macaco, con homologías del 82-89  % y 82-86  % 
respectivamente. [6]. A diferencia del VIH, el virus de los primates no causa 
inmunodeficiencia en los organismos que lo hospedan, salvo en el caso del salto de una 
especie a otra. 
 
 El VIH comparte con los retrovirus las características esenciales de esa familia. El 
virión contiene información genética bajo la forma de ácido ribonucléico (ARN), 
protegido por una envoltura de membrana. Los retrovirus insertan su información 
genética en las células hospedadoras por acción de la transcriptasa inversa [7]. Un virión 
del VIH tiene una forma aproximadamente esférica con un diámetro de 80-100 nm (Fig. 
1A). Está constituido por tres capas y la exterior es una bicapa lipídica. Posee 72 
prolongaciones formadas por las glicoproteínas gp120 y gp41 que actúan en el 
momento de la unión del virus a la célula hospedadora. La capa intermedia está 
constituida por la nucleocápside icosaédrica y la capa interior tiene forma de un cono 
truncado. La cadena genética del VIH está constituida por un ARN de cadena simple 
compuesto por dos filamentos idénticos. El ARN contiene varios genes, cada uno de los 
cuales codifica las diversas proteínas que el VIH necesita para replicarse [7]. El genoma 
del VIH-1 se describe en la figura 1B. 
 Fig. 1 Estructura y organización genómica del VIH. (A) 
del virión del VIH. (B) Genoma del VIH
estructurales (gag, pol y env) halladas en todos los retrovirus competentes a la replicación, además de otros genes 
que codifican funciones virales únicas de esta familia de v
 
 1.1.1. Ciclo de replicaci
 
 Las células que el VIH 
también en menor medida los monocitos/macrófagos, las células dendríticas, las células 
de Langerhans y las células de microglía del cereb
tejidos diversos (de ganglios 
linfoides, sobre todo los ganglios linfáticos, constituyen la principal sede de su 
replicación. El virus está presente en numerosos líquidos del organismo, en particular la 
sangre y las secreciones genitales. 
terapéuticas se representan en la figura 2. 
 
Representación de las proteínas y zonas más relevantes 
-1 de 9.2 Kb que contiene genes que codifican las proteínas enzimáticas y 
irus. LTR = repetición terminal prolongada
ón del VIH y posibles dianas terapéuticas
infecta son esencialmente los linfocitos T CD4+, pero 
ro. La replicación del VIH
linfáticos, intestino, cerebro, timo, etc.)
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Fig. 2 Ciclo del VIH y dianas terapéuticas. 
a un co-receptor (CCR5 o CXCR4). La unión al co
transmembrana  gp41 dando lugar a la fusión de la membrana. Los inhibidores de CCR5 c
previenen la unión viral a este co-
los cambios conformacionales necesarios para la fusión viral con la célula. 
citoplasmático, el núcleo viral internalizado y la enzima viral retrotranscriptasa (RT) copia el ARN viral en una doble 
hebra de ADN, la cual es transportada al interior del núcleo.  Inhibidores de la RT análogos y no análogos de 
nucleósido (NRTIs y NNRTIs) como tenofovir o ef
incorpora el ADN viral  en el genoma celular, una etapa bloqueada por inhibidores de la integrasa como raltegravir.
4 El ADN proviral integrado es transcrito para generar un ARN viral co
son traducidos a proteínas (ej. los precursores de Gag y Gag
el ARN viral son transportados cerca de la membrana plasmática donde son ensamblados con un núm
factores celulares de la célula huésped en el interior de la partícula viral. 
virales ocurre simultáneamente con la rotura de los precursores de Gag y Gag
a un virión maduro. Inhibidores de la proteasa como l
de viriones maduros.  
 
 Aunque los tratamientos actuales son efectivos suprimiendo el virus en 
infecciones crónicas y previniendo la progresión de la infec
intentos de curación han fracasado
actuales como los microbicidas y las vacunas han mostrado recientemente potencial 
reducción en ensayos clínicos 
estos tratamientos no están disponibles para 
profilaxis pre-exposición (PrEP
clínicos de eficacia [8]. Se ha propuesto 
tratamiento como medidas alternativas para el fin de la pandemia 
1 La entrada viral requiere la unión de gp120 al receptor celular CD4 y 
-receptor origina cambios en la gp120 y en el péptido 
receptor. Los inhibidores de fusión como enfuvirtide se unen a gp41 y previenen 
2 Dentro del compartimento 
avirenz inhiben este proceso. 3 Dentro del núcleo, la integrasa viral 
mpleto y múltiples secuencias de ARNm que 
-Pol) por la maquinaria celular. 5 Las proteínas virales y 
6 La gemación y salida de las partículas 
-Pol por la proteasa viral, 
opinavir bloquean la etapa de rotura y previenen la formación 
ción por VIH a SIDA, los 
 [8]. A pesar de que las modalidades de prevención 
[9, 10], con la excepción de la circuncisión masculina 
un elevado número de personas. La 
) aunque prometedora, todavía se encuentra bajo ensayos 
una evaluación universal y un modelo de 
[12]. Desde que la 
 







eficiencia de la transmisión viral es proporcional a la carga viral en el individuo 
transmisor [13], conceptualmente, la pandemia puede disminuir tratando a los 
individuos infectados [14]. La eficacia de esta estrategia aún debe ser confirmada en la 
población.  
 
 En la última década se ha mejorado drásticamente la terapia antirretroviral 
(ARV). Actualmente existen alrededor de 30 agentes ARV utilizados solos o en 
combinación, clasificados por su mecanismo de acción. Los distintos fármacos actúan de 
forma específica en diversas etapas del ciclo de replicación del virus: en su unión y 
fusión al receptor CD4 de los linfocitos T, en la transcripción reversa del ARN viral o en la 
integración del ADN viral en el genoma de la célula huésped (Fig. 2). Por el contrario, los 
efectos adversos que presentan estos fármacos en el tratamiento crónico son todavía un 
grave problema: acidosis láctica, hepatotoxicidad y nefrotoxicidad, lipodistrofia, 
hiperglicemia y resistencia a la insulina, enfermedades coronarias, etc. [15]. 
 
 1.1.2. Mecanismos de transmisión del VIH 
 
 El VIH sólo se puede transmitir a través del contacto entre fluidos corporales que 
poseen una alta concentración viral. El virus no se transmite de manera casual y de 
acuerdo con los centros de control y prevención de enfermedades en Estados Unidos, 
no se han encontrado casos en que abrazos, besos secos o saludos con las manos hayan 
sido causantes de infección [16]. Las tres principales formas de transmisión son: sexual, 
la transmisión se produce por el contacto de secreciones infectadas con la mucosa 
genital, rectal u oral de la otra persona [17]; Parenteral (sanguínea), es una forma de 
transmisión a través de jeringuillas contaminadas que se da por la utilización de drogas 
intravenosas o a través de los servicios sanitarios, como ha ocurrido a veces en países 
carentes de unas mínimas medidas de higiene; también en personas, como hemofílicos, 
que han recibido una transfusión de sangre contaminada o productos contaminados 
derivados de la sangre y en menor grado, trabajadores de salud que se exponen a la 
infección en un accidente de trabajo como puede ocurrir si una herida entra en contacto 
con sangre contaminada; también durante la realización de piercings, tatuajes y 
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escarificaciones [18]; vertical (de madre a hijo), la transmisión puede ocurrir durante el 
embarazo, en el parto o durante el período de lactancia. En países desarrollados la 
transmisión vertical del VIH se encuentra controlada ya que existen protocolos 
estandarizados para proporcionar a la mujer embarazada un tratamiento personalizado 
acorde a su clínica, CD4 y carga viral [19]. 
 
 1.1.3. Nanomedicina y el VIH 
 
 El desarrollo de nuevos nanomateriales biocompatibles se ha convertido en un 
importante objetivo de las compañías dedicadas a la Biotecnología. Ejemplos de los 
nanomateriales más utilizados en Medicina se describen en la figura 3 y tabla 1.  
 
 Las innovaciones en nanotecnología están teniendo un relevante impacto en la 
investigación del VIH/SIDA. En el tratamiento de la enfermedad, sistemas de liberación 
basados en nanopartículas se están adaptando para modular la liberación del fármaco o 
ácido nucleico, reducir la toxicidad asociada a la droga, proteger al fármaco del 
metabolismo celular y dirigirlo hasta células, tejidos o compartimentos específicos [20-
23]. Desde que en 1992 Phillips y Tsoukas publicaron la encapsulación de AZT en un 
vehículo liposomal, evitando así la toxicidad hematopoyética en ratones y aumentando 
la actividad del fármaco frente al retrovirus de la leucemia murina LP-BM5 [24], se han 
desarrollo diferentes vehículos de transporte para reducir la toxicidad y mejorar la 
biodisponibilidad de los fármacos [25]. Un ejemplo del control de liberación del fármaco 
dependiente del pH se obtuvo por formación de un complejo lipídico con indinavir (IDV) 
y tenofovir [26]. Un estudio previo con este complejo lipídico en macacos infectados con 
el VIHS mostró una localización en los nódulos periféricos y viscerales de 13 veces 
superior a la observada en plasma [27]. En terapia génica, el desarrollo de vectores no 
virales como los polímeros catiónicos está en continua evolución, ya que determinados 
polímeros pueden condensar el ADN de forma efectiva y se utilizan como sistemas de 
transporte de ADN [28]. Además, la biodistribución de los complejos formados por 
polímero y ADN es de fácil seguimiento en una población celular determinada 
comparada con el complejo liposoma y ADN [29].  
  Fig. 3 Nanomateriales utilizados en Medicina.
ensayos clínicos o han sido aprobados por la agencia de fármacos y alimento
humanos; otros se encuentran en fase 
contienen moléculas anfifílicas, que contienen grupos hidrofílicos e hidrofóbicos que se acoplan en disolución. 
Nanopolímeros esféricos llamados dendrímeros que contienen grupos funcion
oro que son normalmente recubiertas con fármacos, oligonucleótidos o proteínas. 
estructuras semiconductoras con gran aplicación en contraste de imágenes. Fullerenos, llamados 
parecido con la cúpula geodésica diseñada por Buckminster Fuller y nanotubos de carbono formados sólo por 
uniones carbono-carbono. Estas estructuras reciben el nombre en relación al número de átomos de carbono que la 
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prueba de concepto en los laboratorios de investigación. Liposomas que 
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Tabla 1. Ejemplos de nanomateriales 
 En resumen, la utilización de nanopartículas como los dendrímeros, las micelas 
poliméricas, los liposomas o sistemas de nanosuspensión son algunos e
dispositivos de liberación de fármacos con potencial uso en el tratamiento de la 
infección por el VIH [25].  
 
 En la prevención de la infección por 
vacuna segura y efectiva, por lo que otras aproximaciones para prevenir la transmisión 
del VIH están bajo estudio 
concentra en África y en As
continentes [30]. Desde hace varios años asistimos a la progresiva feminización de la 
aptos para uso clínico. 
 
el VIH no se ha obtenido hasta la fecha una 
[25]. De las nuevas infecciones que se producen, un 95
ia y un 80  % del total de personas con VIH viven en estos 
 
jemplos de 
  % se 
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pandemia y cerca de la mitad de los individuos que viven con el VIH son mujeres, las 
cuales han adquirido el virus principalmente por transmisión heterosexual [31]. En este 
contexto, los microbicidas representan un capítulo fundamental de una respuesta 
integral al VIH/ SIDA. 
 
 El objetivo de los microbicidas es lograr reducir de manera significativa la 
infección por el VIH durante las relaciones sexuales y para poder cumplirlo un 
microbicida deberá ser seguro y eficaz, además de accesible a todas aquellas personas 
que lo necesiten. Se están investigando microbicidas vaginales y rectales, focalizando la 
acción antiviral en diferentes regiones del VIH [17]. Lo que diferencia los microbicidas 
vaginales de todas las otras herramientas de prevención actualmente en desarrollo es 
que están pensados para responder a las necesidades específicas de las mujeres. Desde 
mediados de los noventa, se investiga en microbicidas y en el año 2007 llegaron los 
primeros resultados de ensayos de eficacia (Fase III, la última etapa antes de su posible 
comercialización) de microbicidas llamados de primera generación [17]. Los microbicidas 
de primera generación se caracterizan por ser efectivos frente a otras enfermedades de 
transmisión sexual (ETS) o prevenir embarazos no deseados, pueden administrarse 
momentos antes del coito con un aplicador o utilizarse dispositivos como anillos 
vaginales o micro esponjas para su efecto prolongado, no actúan sobre el VIH de forma 
específica y no plantean problemas ante la posible aparición de resistencias a los ARV. 
Los resultados no fueron muy alentadores dado que los dos productos en estudio 
(Carraguard y Sulfato de Celulosa) no mostraron una protección suficiente ante el VIH 
[32]. Los llamados microbicidas de segunda generación están basados en ARV y se 
encuentran en ensayos clínicos de seguridad (Fase I/II). Se caracterizan por ser sólo 
efectivos ante el VIH y por tener efectos de larga duración (no se tienen que aplicar en 
cada relación sexual), pero la posible aparición de resistencias a los ARV es un aspecto 
que debe ser investigado. El reciente desarrollo de un modelo de macaco con dosis 
repetitivas del virus de la inmunodeficiencia en humano/simio (VIHS) puede suponer un 
buen modelo biológico para el estudio de potenciales microbicidas de segunda 
generación como el tenofovir gel [33]. Actualmente, existen alrededor de 50 moléculas 
en desarrollo como posibles microbicidas. Una lista completa se puede obtener en la 
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web Global Advocacy for HIV Prevention (www.avac.org). Aunque diferentes moléculas 
con potencial microbicida no han demostrado una reducción significativa de la 
adquisición del VIH en ensayos clínicos [34-37], incluso mostrando a veces resultados 
con importantes efectos adversos [38], un dendrímero aniónico basado en 32 grupos 
naftaleno sulfonato en la periferia (SPL7013) ha demostrado una inhibición significativa 
en la infección por VIH y VHS [39]. SPL7013 es activo  frente a un rango amplio de 
subtipos de VIH-1 y VHS y actúa interfiriendo en la adhesión del virus a la célula diana. 
Este dendrímero se ha formulado en un gel de carbopol (mezcla de resinas solubles en 
agua) y se encuentra en ensayos clínicos de seguridad y eficacia bajo el nombre de 
VivaGelTM. La combinación de diversas herramientas de prevención como los 
microbicidas junto con el uso del preservativo podría lograr el control de la infección por 
el VIH.  
 
 1.2. DENDRÍMEROS 
 
 Los dendrímeros son polímeros químicos versátiles, con forma bien definida, 
tamaño nanoscópico y con propiedades físico-químicas que recuerdan a las de las 
biomoléculas (Fig. 4).  
 
 
 El término dendrímero procede del griego dendrón que significa árbol o rama y 
mero que significa segmento [40]. Otro nombre que reciben los dendrímeros es el de 
“arboroles” por su semejanza con las raíces de los arboles [41]. 
 





 Estas moléculas híper
funcional deseado de forma multivalente, de 
su acción. En química orgánica sintética, las estructuras dendríticas emergieron como 
una nueva clase de polímeros lla
su grupo en 1978 [42]. Más tarde, el desarrollo de estos diseños molecular
el avance de las técnicas sintéticas 
mayor tamaño denominadas 
dendrímeros tipo PAMAM 
-ramificadas presentan la ventaja de mostrar un grupo 
manera que se incremente sinérgicamente 
mados moléculas “en cascada”, publicadas 
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Fig. 5 Representación esquemática de un dendrímero de segun
 
 La estructura dendr
llamadas generaciones (Fig.
objeto de controversia, aceptándose generalmente el número de puntos focales (o 
puntos “cascada”) que aparecen desde el 
dendrímero de generación 5 presenta por tanto 5 puntos focales entre el 
superficie. El núcleo es denominado a veces “generación cero”, ya que no presenta 
ningún punto focal. Por ejemplo, e
núcleo es 1,4-diaminobutano (debido a este núcleo también reciben el nombre de DAB); 
en los dendrímeros de polilisina, las ramas de polilisina se sintetizan alrededor del 
aminoácido lisina; en los 
diaminoetano y las terminaciones son grupos amino, pero existen compuestos 
denominados de “media generación” (1.5G, 2.5G, etc.) que presentan grupos 
carboxilato en superficie [46]
boro o silicio (como los descritos en esta Memoria) constituyen otro ejemplo de esta 
gran variedad de síntesis [47]
 
da generación (2G). 
imérica está caracterizada por capas entre cada punto focal
 5). La definición exacta del término generación
núcleo central o core hasta la superficie. Un 
n los dendrímeros tipo polipropilenimina (PPI), el 
dendrímeros tipo poliamidoamina (PAMAM), el núcleo es 




 ha sido 




 Al crecer la estructura dendrimérica, aparecen varios compartimentos. La 
estructura se divide así en tres partes: La superficie multivalente, con un alto número de 
sitios reactivos potenciales, el armazón externo, justo por debajo de la superficie con un 
microambiente protegido de la parte externa por la superficie dendrimérica y el núcleo, 
que en los dendrímeros de alta generación está protegido de las capas circunvalantes, 
creando un microambiente rodeado por las ramas dendríticas. El interior es por tanto un 
lugar con potencial para encapsular moléculas-huésped. Las tres partes del dendrímero 
pueden ser adaptadas específicamente para el propósito diseñado (lograr sensores 
dendríticos, vehículos para drogas, moléculas iónicas frente a diversos patógenos, etc). 
 
 1.2.1. Dendrímeros catiónicos y aniónicos 
 
 A modo de ejemplo, se representan en la figura 6 las modificaciones de la 
superficie de dos tipos de dendrímeros comerciales, obteniendo así un dendrímero 
catiónico y aniónico con idéntica estructura interna. Los dendrímeros, a pesar de su gran 
tamaño molecular, son moléculas con estructura bien definida y con baja 
polidispersidad en comparación con los polímeros tradicionales. A nivel molecular, la 
estructura ramificada origina estructuras semiglobulares o globulares, la mayoría con 
una alta densidad de grupos funcionales en su superficie junto con un volumen 
molecular “pequeño”. Los dendrímeros de mayor generación ocupan un volumen 
hidrodinámico menor comparado con los polímeros lineales, debido a su estructura 
globular. Sin embargo, en comparación con las proteínas, los dendrímeros presentan un 
mayor volumen hidrodinámico [48]. 
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Fig. 6 Representación esquemátic
catiónico. (B) Generación 3 de un dendrímero PPI
(D) Generación 3 de un dendrímero PPI
 
 1.2.2. Síntesis química
 
Las estructuras dendríticas son sintetizadas en base a dos aproximaciones 
diferentes, síntesis divergente o convergente, 
combinado de ambas (Fig. 7
 
a de dos tipos de dendrímeros. (A) Generación 3 de un dendrímero PAMAM 
 catiónico. (C) Generación 2.5 de un dendrímero PAMAM aniónico.
 aniónico. 
 de los dendrímeros 




ible el uso 
 Fig. 7 Esquema de los métodos de síntesis de den
Síntesis combinada de las dos anteriores. 
 
En la aproximación divergente, 
grupos de investigación de Tomalia
desde el núcleo como punto de inicio y crecido generación a generación hasta la 
superficie. Sin embargo, el elevado número de reacciones que tienen que llevarse a cabo 
sobre una única molécula (con mucho
transformaciones muy efectivas 
%) (Fig. 7A). La alternativa de síntesis convergente
Frechet [50] comienza desde la superficie y finaliza en el 
de dendrímero (o dendrones) son acoplados
solamente un pequeño número de sitios reactivos son funcionalizados en cada paso, 
dando lugar a un menor número de defectos, aumentando así el rendimiento. Cada 
generación sintetizada puede por tanto ser purificada, a pesar de que en los 
drímeros. (A) Síntesis divergente. (B) Síntesis convergente. 
 
descrita de forma independiente en 1985 por los 
 [43] y Newkome [49], el dendrímero es sintetizado 
s sitios equivalentes de reacción), requiere unas 
para evitar defectos (con un rendimiento en torn
, desarrollada en 1993 
núcleo, donde 
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dendrímeros de gran generación esta tarea es más difícil, por las grandes similitudes 
entre los reactantes y el producto formado. Sin embargo, con una purificación apropiada 
en cada paso, se pueden obtener dendrímeros sin defectos por la alternativa 
convergente (Fig. 7B). Mediante la combinación de los dos métodos, se obtienen 
dendrímeros híbridos construidos a partir de un núcleo reactivo polifuncional 
sintetizado de forma convergente y un dendrón obtenido a través de una síntesis 
divergente. Así se facilita la purificación y se consigue aliviar la congestión estérica del 
núcleo polifuncional, aumentando el tamaño de los dendrímeros sintetizados (Fig. 7C). 
 
 1.2.3. Propiedades físico-químicas de los dendrímeros  
 
 En los inicios de la síntesis de dendrímeros se sugirió que la nanoestructura 
tridimensional de los dendrímeros de mayor generación haría a estas estructuras 
similares en cierta forma a las proteínas [51]. Sin embargo, a diferencia de las proteínas, 
que consisten en cadenas polipeptídicas plegadas, la estructura poliramificada del 
interior de los dendrímeros está mayoritariamente formada por enlaces covalentes, 
resultando de alguna manera en una estructura menos flexible. Además, un dendrímero 
es en promedio menos compacto que una proteína; por último, el dendrímero contiene 
un número sustancialmente mayor de grupos funcionales en la superficie que una 
proteína de un peso molecular similar [48]. 
 
 Estudios de dinámica molecular llevados a cabo por varios grupos muestran que 
los dendrímeros, de forma similar a las proteínas, pueden adoptar una forma nativa 
(más compacta) o desnaturalizada (extendida), dependiendo de la polaridad, la fuerza 
iónica y el pH del solvente. Los dendrímeros PPI y PAMAM que contienen aminas 
primarias en su superficie muestran conformaciones extendidas a pH ácido debido a las 
repulsiones electrostáticas entre las aminas terciarias protonadas del interior y entre las 
aminas primarias de la superficie [52]. A pH>9, se produce un plegamiento como 
consecuencia de los puentes de hidrógeno entre las aminas terciarias interiores y las 
primarias de la superficie, dando lugar a un interior más denso [53]. 
 
  1.2.4. Dendrímeros de estructura carbosilano
 
El término “dendrímero de estructura carbosilano” se refiere a la molécula 
dendrítica con un esqueleto formado por enlaces carbono
átomos de silicio en su estructura fueron las primeras macromoléculas dendríticas 
sintetizadas que contenían heteroátomos en su esqueleto 
dendríticas basadas en átomos de silicio se pueden clasificar atendiendo al tipo de unión 
en el nudo de ramificación
Fig. 8 Clasificación de los dendrímeros de silicio
(B) Dendrímeros tipo carbosilano constituidos por unidades Si
presencia de enlaces Si-Si en su estructura.
 
 
El primer ejemplo de dendrímero de tipo 
publicó en 1989 [54]. Los dendrímeros de tipo carbosilano con uniones SiC
puntos de ramificación se sintetizaron a partir de 1992 y constituyen la clase de 
dendrímeros más importantes de los que contien
química y térmica y a la posibilidad de sintetizar estas moléculas con generaciones altas 
(7G) [47]. Los dendrímeros de tipo polisilano con uniones SiSi
se sintetizaron sólo a generaciones bajas (2
 
 
-silicio. Los dendrímeros con 
[54]. Las mac
 (Fig. 8) [55, 56]. 
. (A) Dendrímeros tipo siloxano constituidos por uniones Si
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Los dendrímeros carbosilanos se sintetizan con buenos rendimientos y son 
moléculas muy estables cinética y termodinámicamente dado que la energía de 
disociación del enlace Si-C (306 kJ/mol) es casi tan elevada como la del enlace C-C (345 
kJ/mol) y a que la polaridad de los enlaces de su esqueleto es muy reducida o nula [57]. 
Sin embargo, hasta la fecha, son muy pocos los ejemplos que existen acerca de la 
síntesis de dendrímeros de silicio policatiónicos y solubles en agua. En 1998 Seyferth y 
colaboradores publicaron la primera síntesis de dendrímeros de estructura carbosilano 
solubles en agua [58]. La obtención de dichas macromoléculas se realiza mediante una 
síntesis divergente que sigue una secuencia iterativa de dos reacciones: alquenilación 
con reactivos de Grignard e hidrosililación con clorosilanos. En 2001, Lang y 
colaboradores describieron la síntesis de dendrímeros de estructura siloxano solubles en 
agua a través de la cuaternización de las aminas situadas en la periferia de los 
dendrímeros con MeI [59].  Por otro lado, el grupo de investigación de Van Koten 
sintetizó dendrímeros carbosilano policatiónicos como agentes de transporte de 
fármacos aniónicos, siguiendo el método de encapsulación [60]. Por último, Schumann y 
col. describieron la síntesis de dendrímeros solubles en agua que presentan un 
esqueleto carbosilano y derivados organometálicos de estaño en la periferia, los cuales 
han sido utilizados como agentes de contraste [61]. Estos dendrímeros organosilano se 
pueden preparar de diferentes generaciones (tamaño) y con rendimientos elevados.  
 
Las características más importantes de estas macromoléculas son: 1) 
generalmente son aceites a temperatura ambiente y debido a su geometría globular 
presentan una baja temperatura de transición vítrea, incluso en las primeras 
generaciones, 2) pueden dar lugar a una alta multiplicidad de ramificación, dado que el 
átomo de silicio es tetravalente y se encuentra situado en los nudos de ramificación. 
Esto indica que la densidad de las estructuras sintetizadas es fácilmente modulable, 3) el 
esqueleto del dendrímero tiene una naturaleza altamente hidrofóbica en comparación 
con otros tipos de dendrímeros [47]. Estas características favorecen la aplicación de los 
dendrímeros carbosilano en diversos campos de la Nanotecnología (catálisis a 
nanoescala [62, 63], sensores químicos y bioenzimáticos [64], micelas unimoleculares 
[65]) y en los últimos años, también en el campo de la Nanomedicina 
(glicotransportadores [66], sistemas de liberación de drogas [67], transportadores de 
ácidos nucleicos [68-71], antivirales [72-74] y bactericidas [75, 76]). 
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1.2.5. Características de los dendrímeros en sistemas biológicos  
 
En la Naturaleza se pueden encontrar muchos ejemplos de interacciones 
multivalentes, desde las uniones divalentes de los anticuerpos y de muchos receptores 
biológicos hasta las interacciones multivalentes de las patas de la salamanquesa con las 
superficies, que se cuentan por millones [28]. El aumento sinergístico de la actividad de 
un sistema multivalente respecto a uno monovalente es denominado “efecto dendrítico 
[29,30]. La multivalencia puede incrementar además la especificidad de una interacción 
dada, esencialmente incrementando la afinidad por el ligando [31]. Los sistemas 
biológicos están repletos de ejemplos de interacciones multivalentes, y esto puede ser 
debido a que las interacciones multivalentes proveen de un incremento en la fuerza de 
unión respecto a los ligandos simples y unas interacciones célula-célula más eficientes 
[32]. Los factores que pueden jugar un papel en estas interacciones incluyen 
obviamente la geometría de los ligandos y la flexibilidad de su unión al dendrímero. Por 
todo ello, los dendrímeros tienen el potencial de imitar la multivalencia de algunos 
sistemas biológicos de forma bien definida.  
Con el objetivo de utilizar un dendrímero en biomedicina, éste debe cumplir 
varias condiciones de importancia crucial: 1) no ser tóxico, 2) no ser inmunogénico 
(excepto para vacunas), 3) atravesar barreras biológicas (ej. la barrera hematoencefálica, 
membranas celulares, intestino, pared vascular, etc.), 4) ser estable y permanecer en 
circulación el tiempo necesario para tener el efecto clínico buscado, 5) Ser capaz de 
dirigirse a dianas específicas. 
 Generalmente, los dendrímeros y las macromoléculas catiónicas causan la 
desestabilización de la membrana celular induciendo lisis celular [77]. El mecanismo 
exacto de la citotoxicidad causada por estas estructuras no se conoce completamente. 
Inicialmente, estudios comparativos de citotoxocidad sobre diferentes líneas celulares 
concluyeron que los dendrímeros tipo PAMAM catiónicos amino-terminados (PAMAM+) 
presentaban menor citotoxicidad que los dendrímeros basados en lisina. Sin embargo, 
cuando los PAMAM+ se estudiaron sobre células de adenocarcinoma humano Caco-2, 
mostraron una toxicidad importante [78, 79]. La toxicidad mostró ser dependiente de la 
generación, siendo los dendrímeros de mayor generación los más tóxicos [78, 79] y en 
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general, este hecho se relaciona con el efecto de los polímeros con mayor peso 
molecular de exhibir una mayor citotoxicidad [80]. Además, los estudios de toxicidad en 
hematíes con los PAMAM+ mostraron que dichos dendrímeros tenían un efecto 
hemolítico sobre una solución de hematíes de rata que también se incrementaba con la 
generación del dendrímero [81]. Posteriormente, se demostró que los PAMAM+ con una 
estructura globular y poco flexible, presentaban menos toxicidad que los dendrímeros 
lineales con aminas (más flexibles) [82]. Esto pudiera ser explicado por la menor 
adherencia de las estructuras menos flexibles y globulares de los PAMAM+ a las 
superficies celulares. El grado de sustitución en la funcionalidad de las aminas es 
importante, siendo las aminas primarias más tóxicas que las secundarias o terciarias 
[80]. Esto se puede explicar por el mayor apantallamiento de la carga positiva del 
nitrógeno por los sustituyentes de mayor tamaño (ej. grupos alquilo) comparado con los 
átomos de hidrógeno de las aminas primarias. Para los dendrímeros de tipo PPI 
catiónicos amino terminados (PPI+) se encontró un efecto similar de toxicidad 
dependiente de la generación [83]. Como sucede con los PAMAM+, los PPI+ de mayor 
generación mostraron ser los más hemolíticos en hematíes de rata [81]. 
 En resumen, los dendrímeros amino-terminados suelen ser citotóxicos 
posiblemente debido a las interacciones entre la superficie catiónica del dendrímero y la 
superficie cargada negativamente de las membranas celulares, permitiendo a dichos 
dendrímeros adherirse a la superficie celular y dañarla, causando la lisis celular. Pero los 
dendrímeros de tipo PAMAM aniónicos con grupos carboxilato en su superficie 
(PAMAM-) presentaron menor toxicidad que los PAMAM+ [79]. La toxicidad de los 
dendrímeros está determinada por la naturaleza de los grupos de superficie y por la 
naturaleza química del esqueleto dendrimérico. Dendrímeros con esqueleto aromático 
poliéter con grupos carboxilato en superficie fueron hemolíticos para hematíes en 
modelo de rata, probablemente porque el interior aromático causó hemólisis debido a 
contactos hidrofóbicos con la membrana [81]. 
 La utilización de aditivos puede reducir la citotoxicidad de forma importante en 
los dendrímeros amino-terminados. Por ejemplo, la adición al medio de cultivo de suero 
de ternera fetal (STF) reduce la toxicidad de PAMAM+ modificados con el fluoróforo 
Oregon-Green en células HeLa respecto al PAMAM+ solo [84]. Además, la toxicidad de 
los PAMAM+ disminuye cuando forman complejos con ADN [85, 86]. Esto indica que la 
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unión no covalente entre los dendrímeros y el ADN, ARN o las proteínas lleva a un efecto 
de atenuación del policatión, similar al que se obtiene por modificación covalente de las 
aminas de superficie. Sin embargo, estas observaciones difieren de otros estudios de 
citotoxicidad de complejos entre policationes y ADN, donde los PAMAM+ mostraron la 
misma o mayor toxicidad cuando se unieron a ADN [87]; en este caso, la toxicidad no 
puede ser atribuida a la carga electrostática de superficie, sino a la gran cantidad de 
ADN introducido en las células por el dendrímero, lo cual puede llevar a apoptosis [88]. 
 
 La toxicidad de los dendrímeros depende en gran medida de las líneas celulares 
sobre las que se ensayen, existiendo unas líneas más sensibles que otras. Los cultivos 
primarios son en general más sensibles a la toxicidad ante cualquier desafío con una 
droga que las líneas de cultivo establecidas o inmortalizadas. Los dendrímeros más 
estudiados en aplicaciones in vivo son los PAMAM+. En relación con la toxicidad, la 
inyección en ratones de concentraciones de 10 mg kg-1 de PAMAM hasta generación 5 
no inducía toxicidad, independientemente de si presentan modificaciones o no en la 
superficie [89, 90]. Es más, la inyección de PAMAM+ no modificados junto con 
ovoalbúmina en ratones no fue tóxica, no se observó pérdida de peso, ni formación de 
granulomas, ni hemólisis o inflamación [91]. Dendrímeros poliésteres con terminaciones 
hidróxido o metóxido mostraron no ser tóxicos tanto in vitro como in vivo y aunque a 
altas concentraciones (40 mg mL-1) indujeron cierta inhibición del crecimiento celular in 
vitro, no se observó mortalidad celular [92, 93]; cuando se inyectaron en ratones, no se 
observaron fenómenos de toxicidad aguda ni a largo plazo. Las propiedades no tóxicas 
hacen de estos nuevos dendrímeros moléculas prometedoras biodegradables para el 
transporte de drogas, ya que el dendrímero puede ser degradado por enzimas 
hidrolíticas después de la liberación de la droga. 
 
 Los estudios sistemáticos iniciales realizados con dendrímeros PAMAM+ 
mostraron baja o ninguna inmunogenicidad de los dendrímeros de tercera a séptima 
generación [90, 91]. Sin embargo, estudios posteriores mostraron cierto grado de 
inmunogenicidad de los PAMAM+, pero la modificación de las terminaciones amino con 
cadenas de polietilenglicol (PEG) disminuyó este efecto y aumentó la semivida 
plasmática de los PAMAM+ modificados en comparación con los PAMAM no 
modificados [94]. Las cadenas de PEG aumentan la hidrofilia del dendrímero, creando 
una superficie altamente hidratada que induce pocas alteraciones con el microambiente 
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fisiológico que le rodea. Sin embargo, la superficie del dendrímero se puede modificar 
con antígenos o epítopos T dependientes, creando compuestos muy inmunogénicos. 
 
 
 Para atravesar barreras biológicas, se estudiaron distintas aproximaciones para 
aumentar la capacidad de transfección del complejo PAMAM+/ADN (dendriplex) [86, 
95]. En los dendrímeros de polilisina, la eficacia de transfección se aumenta añadiendo 
en su superficie PEG; sin embargo, el porcentaje global de transfección con estos 
dendrímeros es bajo, probablemente por la liberación moderada de ADN [96]. Las 
investigaciones concluyeron que la forma esférica de los dendrímeros no constituye una 
ventaja para el transporte de ADN al interior celular, mostrando los dendrímeros 
fragmentados por calor o por la acción de detergentes, una eficacia superior de 




 1.2.6. Aplicaciones biomédicas de los dendrímeros 
 
 
 El desarrollo de nuevos nano-polímeros biocompatibles se ha convertido en un 
importante objetivo de las compañías dedicadas a la biotecnología. Las posibles 
aplicaciones biofarmacéuticas de estos nanopolímeros han mostrado ser múltiples:  
 
 
 1) Transporte de fármacos, con el fin de aumentar la biodisponibilidad y la 
fracción activa de los mismos; liberación controlada de fármacos, con el fin de prolongar 
y/o distribuir mejor su efecto a lo largo del tiempo [50, 98, 99] 
 
 2) En terapia génica, una de las facetas más estudiadas de estos nanopolímeros 
es la relacionada con su potencial para el transporte de ADN, ARN y plásmidos al interior 
de las células (Fig. 9) [83-86, 100-102]  
 Figure 9: Esquema del mecanismo de acción del complejo dendrímero/ADN en terapia génica
 
 3) Medicamentos dirigidos
106][107]. 
 4) Antivirales, interfiriendo con el cic
barrera para la prevención de enfe
[39, 82, 89, 107-118]. 
 
Fig. 10 Dendrímeros polianiónicos como antivirales. (A) 
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Fig. 11 Dendrímeros con monosacáridos como antivirales. 
ácido siálico en la periferia, interaccionando con la hemaglutinina trimérica del virus. 
 
 5) Antiinflamatorios
 6) Análogos de heparina
 7) Antibacterianos
 8) Antitumorales [126
 9) Desnaturalizantes de proteínas
 10) En vacunas, actuando como soporte estructural de péptidos antigénicos en 
 el diseño de estrategias vacunales
 11) Reparación de tejidos 
 
 En conclusión, los dendrímeros son polímeros sin
bien definida y con una serie de propiedades 
biológicas. Responden de forma predecible en solución, pueden ser modificados 
ampliamente para portar múltiples ligandos con actividad biológica, pueden atra
barreras biológicas y son fabricados con muy pocos defectos estr
fácil su análisis por medios como espectrometría de masas, espectroscopía de 
infrarrojos o resonancia magnética nuclear (RMN).
instituciones, empresas farmacéuticas y empresas de biotecnología que a
más de 30 patentes mundiales de dendrímeros
prevención, diagnóstico y tratamiento de diversas
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 En el campo de la prevención, existen dendrímeros utilizados como microbicidas 
para impedir la infección por VIH [39]. El dendrímero SPL7013 (Vivagel®, Starpharma 
Pty, Ltd.) se encuentra en desarrollo como fórmula de aplicación tópica vaginal para 
impedir la infección del virus durante el acto sexual. Este dendrímero es actualmente el 
primero y el único tratamiento basado en dendrímeros que está autorizado para 
proceder con los ensayos clínicos por la FDA (Food and Drug Administration). La fase I de 
ensayos en humanos ya ha sido ensayada con éxito. En la evaluación diagnóstica, se ha 
publicado una aplicación interesante de un dendrímero de gadolinio utilizado para 
diagnosticar fallo renal agudo inducido por sepsis mediante imágenes de resonancia 
magnética [144]. Como tratamiento avanzado en preclínica, dendrímeros de quinta 
generación se estudian por el grupo de James Baker y col. como transportadores de un 
fármaco citostático, el metotrexato (MTX), y funcionalizados con ácido fólico (FA) en su 
superficie [145]. El conjugado resultante, G5-FA-MTX ha demostrado su eficacia y 
especificidad en células con receptor de ácido fólico in vitro e in vivo. Los estudios en 
fase clínica deberán demostrar que este conjugado tiene una viabilidad para el 





 1.3 APLICACIONES BIOLÓGICAS DE LOS OLIGONUCLEÓTIDOS 
 
 
 Los oligonucleótidos (ODN) son pequeñas cadenas de nucleótidos (del griego 
oligos = pocos), la unidad elemental de los ácidos nucleicos: ARN cuando el azúcar es 
ribosa y ADN cuando es desoxirribosa. Como todos los ácidos nucleicos, son polímeros 
lineales que portan información biológica codificada en las secuencias de bases adenina, 
guanina, citosina y timidina en el ADN o uracilo en el ARN. De acuerdo con el modelo de 
Watson y Crick, 3 puentes de hidrógeno se forman entre la guanina y la citosina y dos 
entre la adenina y la timidina o uracilo. Los dúplex se pueden formar entre dos cadenas 
de ADN, dos de ARN o entre una cadena de ARN y una de ADN. Los ODN se pueden 
sintetizar a nivel industrial, lo que hace que sean relativamente económicos; Por ello se 
utilizan como herramientas en diagnóstico in vitro, ya que son elementos básicos para 




 Debido a su especificidad de unión a la diana, su facilidad de fabricación y 
capacidad de variar su secuencia, se han estudiado ampliamente en “terapia 
antisentido” (unión a un ARNm determinado para impedir la traducción proteica, Fig.12) 
[146]. Los ODN naturales tienen una estabilidad, afinidad y capacidad de paso a través 
de membranas baja [147]; Se han probado numerosas modificaciones químicas en la 
estructura del ODN para aumentar su estabilidad y biodisponibilidad: ODN fosforotioato 
[148], ODN híbrido metil-fosfonato-fosfodiéster [149, 150], ODN de ribosa 2´ O-metil 
modificados [151, 152], ácidos nucleicos peptídicos (PNA) [153], etc. 
 Fig. 12 Fundamento de la terapia con 
 
 1.3.1 Oligonucleótidos antisentido
 
 El mecanismo de inhibición es 
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limita la iniciación de la traducción
ampliamente para inhibir la síntesis proteica en diferentes sistemas biológicos
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inflamatorias como la enfermedad de Crohn y la rectocolitis hemorrágica. Un ejemplo 
muy representativo es el Vitravene, que se aprobó para su uso en humanos por la FDA 
para el tratamiento de la retinitis por citomegalovirus [159].  
 
 1.3.2 Problemas de las terapias con oligonucleótidos antisentido 
 
 Existen tres problemas principales a los que se enfrentan las terapias con ODN 
antisentido: 1) su estabilidad in vivo, que se ha solventado por la síntesis de las múltiples 
modificaciones en el esqueleto azúcar-fosfato ya comentadas previamente. No 
obstante, las modificaciones químicas que alteran la sensibilidad a nucleasas de un ODN 
pueden modificar también su farmacocinética y capacidad de hibridación con la diana. 
Otra aproximación para aumentar su estabilidad es acoplar los ODN a vectores o 
agentes de transporte, tales como los dendrímeros; 2) el acceso a las secuencias diana, 
ya que para acceder a las secuencias de ARNm intracelulares, los ODN deben atravesar 
las membranas celulares, cosa que hacen con mucha dificultad debido a su baja 
liposolubilidad. Además, los ARNm son moléculas altamente estructuradas que exhiben 
estructuras en doble cadena como stem-loops, horquillas, nudos, etc. dejando poco 
espacio para la unión de ODN in vivo. Se ha demostrado que, en los mejores casos, no 
más del 6-12  % de los ODN son eficaces para unirse a su secuencia diana y dar lugar al 
efecto antisentido [160]; 3) interacciones no específicas. Se han descrito interacciones 
no específicas con proteínas sobre todo para los ODN fosforotioato [161, 162], las cuales 
pueden inducir en algunos casos efectos tóxicos [163]. Los ODN fosfodiester se unen en 
un 90  % con una proteína de membrana de 70 kDa [164, 165]. En presencia de suero, 
los fosforotioatos se unen a albúmina [162, 164] y a otras proteínas plasmáticas [166]. 
Debido a la tendencia a unirse a proteínas, uno de los principales problemas de la 
terapia con ODN es la de conseguir unos niveles adecuados para lograr el efecto 
terapéutico, ya que se necesita administrar cantidades altas de ODN para lograr un 
efecto biológico. Para solventar estos problemas, los transportadores de ODN actuarían 
como caballos de Troya, impidiendo la acción de las nucleasas sobre el ODN, evitando su 
unión a proteínas y ayudándole a pasar las barreras fisiológicas [167]. 
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 Una de las aproximaciones clásicas con ODN antisentido es su utilización en 
técnicas de imagen, marcándolos con emisores gamma o emisores de positrones [147]. 
Para transportarlos, una opción son los lípidos catiónicos, que forman complejo 
electrostático con el ODN (lipoplex) [168]. Uno de los principales inconvenientes para las 
aplicaciones biológicas de los lipoplexes es su inactivación por unión inespecífica a 
proteínas del suero. En este aspecto, se han postulado formulaciones lipídicas que dotan 
de una carga neta neutra al lipoplex que pueden suponer una alternativa [169]. Otra de 
las alternativas es la de utilizar polímeros catiónicos tales como los dendrímeros. Se 
puede aplicar ODN marcado con I125 e inducir daño en lugares específicos del genoma 
[170], debido a que un ODN puede asociarse con una doble hélice de ADN a través de 
uniones de tipo Hoogsteen para formar una triple hélice y bloquear la expresión génica 
[171]. También se han descrito como inmunomoduladores, ya que los ODN con 
secuencias CpG no metiladas mimetizan secuencias bacterianas y ejercen sus efectos 
por su unión al receptor intracelular 9 (TLR-9), constituyendo el primer paso en el 
reclutamiento de una serie de mecanismos de la inmunidad innata y adquirida 
necesarios para hacer frente a distintas enfermedades [172, 173]. 
 
 
 1.3.3 Comparación del mecanismo de silenciamiento génico de 
oligonucleótidos antisentido y ARN de interferencia 
 
 Los ARN de interferencia (siRNA) son pequeños ARN de cadena doble los cuales 
son capaces de inhibir la traducción de una determinada proteína endógena o exógena 
(patógeno) al inducir la degradación de su ARN homólogo (Fig. 13). Aunque la existencia 
de estos ARN de interferencia fue descrita en primer lugar en plantas y hongos, pronto 
se describió en protozoos, organismos animales (drosophila) y en células de mamífero. 
Fire y Mello denominaron a estas moléculas de ARN que median el silenciamiento 
génico “ARN de interferencia” [174]. En plantas, este fenómeno también recibe el 
nombre de “silenciamiento génico postranscripcional (PTGS)” [175]. 
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Fig. 13 Comparación del mecanismo de silenciamiento génico de 
su acción predominantemente en el núcleo 
citoplasma (B). (1) El ODN antisentido es transportado al interior del núcleo y se une por pares de bases al ARNm 
de secuencia complementaria. (2) La ARNasa H es reclutada por la hél
Una de las hebras es incorporada a un complejo proteico llamado RISC
que la otra hebra es descartada. El siRNA guía a RISC a una secuencia complementaria del ARN diana. (4) Tras la 
unión, la rotura de la molécula diana es inducida. RISC puede procesar múltiples etapas de rotura. 
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 En definitiva, para que las terapias con ODN o siRNA puedan llegar a ser una 
alternativa real de tratamiento hay que soslayar ciertos inconvenientes. La aplicación de 
dendrímeros de tipo carbosilano como transportadores pudiera contribuir a solucionar 
estos problemas. Se eligieron dendrímeros de tipo carbosilano para las pruebas 
biológicas por constar de una estructura basada en el silicio, presente en otros tipos de 
biomateriales como materiales protésicos, los cuales presentan una biocompatibilidad 
elevada con baja inmunogenicidad. Como ya se ha mencionado, se estudiará en esta 
Memoria la biocompatibilidad de los dendrímeros carbosilano catiónicos (DEC+) sobre 
modelos de cultivos primarios de linfocitos y hematíes, sus interacciones con ODN 
fosforotioato, su antigenicidad, la captación del complejo DEC+/ADN por parte de 
distintos cultivos primarios y líneas celulares, así como el efecto en la replicación del VIH 
de DEC+ y ODN. Por otra parte, se estudiará la biocompatibilidad de los dendrímeros de 
estructura carbosilano aniónicos (DEC-) en líneas epiteliales vaginales y en cultivos 
primarios, la interacción con diferentes aislados virales y su implicación en la 
















 En la última década, más de 3500 publicaciones contienen referencias de 
dendrímeros aplicados a distintos campos de la Ciencia. En 2010, más de 30 
publicaciones describen a estos polímeros nanoscópicos potencialmente útiles en 
nanomedicina. Se pretende en este Memoria evaluar algunas de las aplicaciones 
Biomédicas de dendrímeros de estructura carbosilano. Se eligieron estos dendrímeros 
para las pruebas biológicas por constar de una estructura basada en el silicio, presente 
en otros tipos de biomateriales (como ejemplo en materiales protésicos), los cuales 
presentan una biocompatibilidad elevada con baja inmunogenicidad.  
 
 Como ejemplos de aplicabilidad, los esfuerzos se centraron en evaluar la 
capacidad de los dendrímeros catiónicos como transportadores de oligonucleótidos 
(ODN) y la capacidad de los dendrímeros aniónicos como moléculas antivirales 
(microbicidas). 
 
 Para ello se utilizaron células mononucleares de sangre periférica (CMSP), 
macrófagos (MΦ) y células dendríticas (CD), por tratarse de un buen modelo fisiológico. 
Además, como primera barrera contra la infección por el VIH adquirida sexualmente se 
utilizaron células del epitelio vaginal (VK2/E6E7) y células del epitelio endometrial (HEC-
1A) formando una monocapa in vitro de células polarizadas.  
 
 Por tanto, los objetivos planteados en esta Memoria fueron:  
1. Estudiar el comportamiento químico y la solubilidad en agua de dendrímeros 
con estructura carbosilano catiónicos y aniónicos. 
 
2. Estudiar la capacidad de unión de los dendrímeros carbosilano catiónicos a los 
ácidos nucleicos (ODN principalmente) para generar dendriplexes (complejos 
ADN-dendrímero) y caracterizar la estabilidad de dicha unión en solución acuosa 





3. Estudiar la biocompatibilidad de dendrímeros carbosilano catiónicos y aniónicos 
en diversas líneas celulares y cultivos primarios susceptibles a la infección por el 
VIH. 
 
4. Estudiar la capacidad de los dendrímeros carbosilano catiónicos como 
transportadores de ODN antisentido del VIH y la influencia de los dendriplexes 
en el ciclo replicativo del VIH. 
 
5. Estudiar el efecto de los dendrímeros carbosilano aniónicos en la prevención de 
la transmisión del VIH a través de una monocapa de células HEC-1A y VK2/E6E7 
y la respuesta pro-inflamatorio de dichas células.  
 
6. Estudiar el efecto de los dendrímeros carbosilano aniónicos en la prevención de 
la infección por VIH de cultivos primarios de CMSP, MΦ y CD. 
 
7. Estudiar si los dendrímeros carbosilano aniónicos producen irritación vaginal in 
vivo tras la administración repetida en conejas, primer ensayo preclínico para la 



















3.1. DENDRÍMEROS DE ESTRUCTURA CARBOSILANO  
 
Todos los dendrímeros de estructura carbosilano (DEC) utilizados en esta 
Memoria fueron sintetizados por el grupo de Dendrímeros para Aplicaciones Biomédicas 
(BIOINDEN) perteneciente al Departamento de Química Inorgánica de la Universidad de 
Alcalá de Henares y su caracterización se llevó a cabo mediante las técnicas de 
espectroscopía de RMN de 1H, 13C y 29Si, espectroscopía de masas y análisis elemental de 
C, H y N [181-183]. 
 
3.1.1. Síntesis y solubilidad de los dendrímeros de estructura 
carbosilano catiónicos 
 
Los dendrímeros de estructura carbosilano catiónicos (DEC+) utilizados en esta 
Memoria se sintetizaron por el método divergente y se caracterizan por tener un enlace  
Si-O próximo a la amina cuaternaria terminal que les proporciona una hidrólisis lenta en 
agua y otros disolventes próticos, lo que puede conferir a estos derivados la capacidad 
de convertirse en agentes de liberación controlada. Los DEC+ presentan una alta 
versatilidad: posibilidad de modificar la longitud de las ramas utilizando derivados de 
Grignard vinílicos o alílicos y de incorporar diversos grupos funcionales a la periferia del 
dendrímero, variabilidad del número de ramificaciones de cada generación (cambiando 
HSiCl3 por HSiMeCl2 en la hidrosililación), etc. Además, son moléculas que presentan una 
gran inercia química, requisito indispensable para la obtención de un vector no viral 
eficaz. 
Una de las diferencias importantes entre el silicio y el carbono radica en que la 
capa de valencia del carbono está completamente ocupada en todos sus compuestos. 
Por el contrario, el silicio tiene la posibilidad de adicionar electrones extra a su capa de 
valencia utilizando los orbitales 3d.  Estos orbitales 3d proporcionan una vía accesible a 
la interacción con moléculas de agua, las cuales ceden uno de sus pares de electrones 
solitarios a un orbital 3d vacante para formar el complejo activado (estado de 
transición). Por esta razón los DEC+ son moléculas higroscópicas y una vez sintetizadas 
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se mantienen bajo atmosfera de argón hasta ser envasadas para 
determinado experimento. 
Los DEC+ utilizados en esta Memoria se detallan en la figura 1
Fig. 14 Segunda generación de dendrímeros de estructura carbosilano con grupos amino cuaternarios 
funcionales (DEC+). N8 <> 
[Si{O(CH2)2N(Me)(CH2)2NMe3+I–}]8;
 
La primera nomenclatura corresponde con una terminología química más 
detallada donde se indica la generación del dendrímero y las ramas periféricas de las 
que consta. Cada generación se forma a partir de la capa 
rodean al núcleo. De esta forma el silicio central se corresponde con la generación cero. 
Los siguientes cuatro silicios representan la generación 1 y finalmente los 8 silicios más 
externos, la generación 2




2G-[Si(OCH2CH2NMe3+I–)]8; N16 <> 2G-[Si(OCH2CH2NMe3+I–)2
 NN16 <> 2G-Si{O(CH2)2N+(Me2)(CH2)2NMe3+(I–)2}]8. Pm: Peso molecular (g/mol).
de átomos de silicio que 
 (Fig. 14). Esto es independiente del número de grupos 
 en un 
 
]8; NN8 <> 2G-
 
 o 16 grupos terminales, así como uno o dos nitrógenos en cada rama (N o NN, 
respectivamente). En la segunda nomenclatura se muestra la composic
molécula, seguida de su peso molecular
siglas equivalentes N8, N16, NN8, NN16 para un seguimiento más senc
experimentos. 
El procedimiento de síntesis química de todos los DEC+ de esta Memoria se 
inscribió en la oficina española de patentes y marcas en 2005 con el título 
dendrímeros carbosilanos, su preparación y sus usos 
dendrímero NN16 se publicó en el artículo de Chonco y col. en 2007 
 
Los DEC+ se disolvieron
realizaba el experimento a una concentración de 1
Fig. 15 Solubilidad de los DEC+. 
estéril los DEC+ a una concentración de 1
 
Para alcanzar las concentraciones requeridas en cada tipo de ensayo
experimento, se realizaron l




ión química de la 
 (Fig. 14). En esta Memoria se han utilizado 
illo en todos los 
[181] y la síntesis completa del 
[69].  
 en agua destilada estéril (Braun®) en el momento que se 
 mM agitando ligeramente (Fig. 15
El día del experimento, se utilizó un desencapsulador para diluir en agua destilada 
 mM.  
as diluciones de los DEC+ en PBS (BioWhittaker, 









3.1.2. Síntesis y solubilidad de los dendrímeros de es
carbosilano aniónicos 
 
 Los dendrímeros de estructura carbosilano aniónicos (
Memoria son moléculas estables en solución. 
de modificaciones tanto en su estructura química como en los grupos periféricos
grupos carboxilato y grupos sulfonatos en la periferia o grupos sulfo
núcleo polifenólico (Figs. 16
Fig. 16 Representación molecular de las tres generaciones de DEC
1G-C8 <> 1G-[Si(CH2)3N(CH2CH
[Si(CH2)3N(CH2CH2COO-Na+)2]16 . Pm: Peso molecular (g/mol). 
 
DEC-) utilizados en esta 
Estos DEC- presentan una gran variedad 
nato en la periferia y 
-18).  
- con grupos carboxilato en la periferia. 
2COO-Na+)2]4; 2G-C16 <> 2G-[Si(CH2)3N(CH2CH2COO-Na+)2]8; 3G





 Fig. 17 Representación molecular de las tres generaciones de DEC
S8 <> 1G-[Si(CH2)3N(CH2CH2SO
[Si(CH2)3N(CH2CH2SO3-Na+)2]16. Pm: Peso molecular (g/mol).
Fig. 18 Representación molecular de las tres generaciones de DEC
núcleo polifenólico. 1G-O3S12 
Na+)2]8; 3G-O3S32 <> 3G-[Si(CH2)3N(CH
- con grupos sulfonato en la periferia. 
3
-Na+)2]4; 2G-S16 <> 2G-[Si(CH2)3N(CH2CH2SO3-Na+)2]8; 3G
 
- con grupos sulfonato en la periferia y 
<> 1G-[Si(CH2)3N(CH2CH2SO3-Na+)2]6 ; 2G-O3S16 <> 2G-[Si(CH









Como en el caso de los DEC+, l
terminología química más detallada donde se indica la 
ramas periféricas de las que consta. 
cero, excepto en el caso de los dendrímeros con núcleo polifenólico, donde la 
generación cero corresponde al polifenol más los tres sil
silicios representan la generación 1 y así sucesivamente hasta la generación 3. Esto es 
independiente del número de grupos terminales que posee el dendrímero, ya que una 
segunda generación puede contener 16 o 24 grupos term
segunda nomenclatura se muestra la composición química de la molécula, seguida de su 
peso molecular (Figs. 16
utilizaron en esta Memoria para un seguimiento más sencillo 
 
El procedimiento de síntesis química de los DEC
2G-S16; 3G-S24 y de los DEC
2010 en la oficina española de patentes y marcas como 
uso como antivirales [183]
como antivirales [182], respectivamente. 
 
El día del experimento
concentración de 1 mM agi
Fig. 19 Solubilidad de los DEC-. El día del 
estéril los DEC- a una concentración de 1
a primera nomenclatura corresponde con una 
generación del dendrímero y las 
El silicio central se corresponde con la generación 
icios adyacentes. Los siguientes 
inales (Figs. 16
-18). Las siglas equivalentes de los tres tipos de DEC
en todos los experimentos
- 1G-C8; 2G-C16; 3G
- 1G-O3S12; 2G-O3S24; 3G-O3S48 se inscribieron en el año 
Dendrímeros carbosilano y su 
 y Dendrímeros carbosilano con un núcleo polifenólico y su uso 
 
, los DEC- se disolvieron en agua estéril (Braun®) a una 
tándolos ligeramente (Fig. 19). 
experimento, se utilizó un desencapsulador para diluir en agua destilada 
 mM.  





  Solo la tercera generación de 
presentó problemas de solubilidad en algunos 
 
 
3.2. AGENTES DE TRANSFECCIÓN COMERCIALES
 
 Se utilizaron dos dendrímeros con un 
amino terminales como agentes de transfección comerciales,
dendrímero-ácido nucleico se establece de forma electrostática 
 
Fig. 20 Dendrímeros catiónicos comerciales. (A) 
peso molecular de 14215 g/mol. 
grupos aminos terminales y peso molecular de 35000 g/mol. 
 
La figura 20A representa la estructura completa de un PAMAM G4 
Chemical Co®, Milwaukee, WI) 
protonan dando al dendrímero PAMAM una carga neta positiva, aunque también 
quedan presentes algunos grupos amina sin protonar. El PAMAM G4 se utilizó en exceso 
molar de 100 a 1 frente al ODN, según lo 
20B se detalla una de las ramas terminales del dendrímero Superfect 
GB), un dendrímero PAMAM de 
térmico. Se utilizó el ratio de car
ODN. 
los dendrímeros aniónicos con núcleo polifenólico 
experimentos. 
 
núcleo de poliamidoamina y con grupos 
 donde la unión 
(Fig. 20). 
PAMAM de cuarta generación con 64 grupos amino terminales y 
(B) Superfect,  dendrímero PAMAM activado de séptima generación
 
con 64 grupos amino terminales que a pH fisiológico se 
propuesto por Sato y col. [184]
(Qiagen
séptima generación activado mediante tratamiento 
ga propuesto por el fabricante, superior a 10/1 frente al 
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 con 140 
(Aldrich 




 También se utilizó Lipofectin
un lípido catiónico utilizado para transfectar células primarias pero que no es compatible 





Las biomoléculas más utilizadas para terapia génica son copias de ADN 
complementario obtenidas a pa
genes que codifican proteínas de interés terapeútico. Se
secuencias de los cinco ODN
utilizadas en esta Memoria.
 
Tabla 2. Descripción de los oligonucleótidos
® (Invitrogen), un agente de transfección 
en el medio de cultivo. 
 
rtirde ARN mensajero. Éstos, a su vez, provienen de 
 detallan en la tabla 2
 antisentido con carácter inhibidor de la replicación del VIH 
 





 Todos los ODN se obtuvieron de Eurogentec S.A. (Bélgica) y se evaluaron frente 
a distintos genes del VIH. S
agua destilada esteril (Braun
marcados en el extremo 5´ con una molécula de isotiocianato de fluoresceína (FITC) y 
sus análogos sin FITC, dependiendo del experimento realizado. 
entre 15 y 28 bases (tabla 2)
donde un azufre se sustituye por un oxígeno no enlazante en la unión fosfodiester de los 
ODN (Fig. 21). Esta modificación química garantizó la resistencia de
degradación por las ADNasas.
Fig. 21 Oligonucleótidos con grupos fosforotioato. (A) 
fosfato (H3PO4) del carbono 5' de un nucleótido y el grupo hidroxilo (




Se conocía el uso de geles de agarosa para el estudio de la formación de 
complejos entre los dendrímeros PAMAM
Basados en este tipo de aproximaciones se intentó desarrollar 
permitieran estudiar esta conformación sin la utilización de isótopos radioactivos. Se 
consideraron diferentes porcentajes 
ensayados.  
e recibieron en forma de sal liofilizada y se resuspendieron en 
®) a la concentración de 1 μg/μL. Se emplearon 
Se utilizar
 y la naturaleza de los ODNs utilizados fue 
 
  
Representación del enlace fosfodiester entre el grupo 
-OH) del carbono 3' del siguiente. 
-SH), dando lugar al grupo fosforotioato. 
 LOS DENDRIPLEXES DEC+/ODN 
+ y ODN marcados isotópicamente 
geles de agarosa














En la literatura de dendrímeros PAMAM se describe la necesidad de que el 
complejo formado presente un exceso de carga positiva para facilitar su unión a las 
glicoproteínas de la membrana celular, cargadas de forma negativa, iniciándose así el 
proceso de endocitosis [84]. Por ello los complejos entre los DEC+ y los diferentes ácidos 
nucleicos se formaron siempre en exceso de número de cargas positivas frente a 
negativas. La unión electroestática que se establece para la formación del dendriplex 
(unión dendrímero/oligonucleótido) tiene lugar entre la carga positiva del nitrógeno 
cuaternizado con ioduro de metilo (todos sus electrones compartidos) en el DEC+ y la 
carga negativa aportada por el azufre del enlace fosforotioato del ácido nucleico. 
 
Se probaron diferentes ratios de carga para los DEC+ y se estableció el ratio 2/1 
de cargas positivas/negativas para todos los complejos formados con los dendrímeros 
descritos en esta Memoria, obteniéndose una carga neta positiva necesaria tanto para la 
unión electrostática de todo el ácido nucleico como para la adherencia a la membrana 
celular. En el caso de indicar un ratio distinto a 2/1, se mantuvo siempre la relación +/- 
en la nomenclatura.  
 
3.4.1. Formación de los dendriplexes 
 
En todos los ensayos se utilizó un volumen de formación de complejo de 60 μL 
(PBS o medio de cultivo RPMI 1640, Gibco). El tiempo de incubación fue siempre de 20 
min y a temperatura ambiente, para obtener la formación perfecta del dendriplex. Se 
denominó “tiempo cero” para los experimentos al final de este tiempo de incubación.  
Se añadieron las cantidades correspondientes de DEC+ y ODN para alcanzar la 
relación de carga neta deseada, generalmente un exceso de carga positiva. Los cálculos 
se hicieron en base al número de cargas positivas de una molécula de dendrímero y al 




Calculo de la cantidad de DEC+ N8  necesario para obtener un dendriplex con 
ratio 2/1  (+/-)  utilizando 1 μM de ODN GEM91 que será añadido a un pocillo   de 500 
μL. 
Se calcula la cantidad necesaria para tener una concentración de 1 μM de 
GEM91 en 500 μL de volumen final (volumen de una placa de 24 pocillos), aunque el 
volumen de mezcla será de 60 μL. 








= 123,3 μM     →         Vμ =
 1 μM x 500 μL
123,3  μM
= 4,1 μL 
II. Total de cargas negativas 
Moléculas GEM91μ = 1 μM x 500 μL x 6,023 x 10
"# = 3,012 x 10$ 
Cargas negativasμ = 3,012 x 10
$ moléculas x  
x 
25 cargas negativas del GEM91
molécula
= 7,53 x 10. 
III. Total de cargas positivas para ratio 2/1 (+/-) 
Cargas positivas N8 necesarias = 2 x 7,53 x 10. =  1,51 x 10 
Moléculas N8 =
 1,51 x 10 cargas positivas 
8 cargas positivas/molécula de N8
= 1, 89 x 10. 
Mol12 N8 =
 1,89 x 10. moléculas N8 
6,023 x  10"# moléculas/mol
= 3,14 x 1034 
IV. Calculo del volumen de N8 a añadir  
N8 =
 3,14 x 1034 moles
500 μL
= 6,3 μM     →      V56 =
 6,3 μM x 500 μL 
1mM
= 3,2 μL 
 
Las cantidades a añadir para formar un dendriplex con ratio 2/1 de cargas 
+/cargas – son: 4,1 μL de  ODN GEM91 + 3,2 μL de DEC+ N8 + 52,7 μL de medio RPMI. 
84 
 
Se ha desarrollado el cálculo explicativo de la formación del dendriplex, pero 
este cálculo se utilizó de forma más sencilla conociendo la relación de cargas positivas 
necesarias por molécula de GEM91 (50 +) y utilizando el número de moles del GEM91 (5 
x 10-10): 
moles de N8 necesarios para ratio 2/1 = 
=  
50 + (2x 25 cargas − de GEM91)
8 + (molecula de N8)
x 5 x 103;  = 3,12 x 1034 moles 
 
 3.4.2. Electroforesis 
 
 Después de elaborar diversos geles con porcentajes de agarosa distintos, se 
evaluó el dendriplex analizando la capacidad de retención del ODN en geles de agarosa 
al 3  %. Para este fin, se realizó el siguiente protocolo: 1) pesar 3 g de agarosa (Nusieve® 
3:1, Lonza) y adicionar 100 mL de tampón TAE 1X (2,0 M Tris-acetato + 100 mM 
Na2EDTA, Pronadisa
TM); 2) fundir la solución en un horno de microondas; 3) enfriar la 
solución a 60ºC y adicionar bromuro de etidio (BE, 10 mg/mL, Bio-Rad©) hasta una 
concentración de 0,5 μg/mL y mezclar agitando; 4) verter en el molde de una cámara de 
electroforesis con un peine apropiado (en algunos casos se utilizó un doble pocillo que 
permitió cargar hasta 60 μL ); 5) quitar el peine cuidadosamente y aplicar en el pocillo 
20-50 μL del ODN o dendriplex más 10 μL de tampón de carga 6x (Tampón de carga 6X: 
0,25 % azul de bromofenol, 0.25 % xileno cianol y 30 % glicerol en agua). Añadir 5 μL de 
un patrón de peso molecular de 100 pb (0,1 μg/μL, trackitTM, Invitrogen) en otro pocillo; 
6) correr la electroforesis a 90 V con la cámara de electroforesis llena de tampón TAE 1X 
y 7) visualizar las bandas de los fragmentos amplificados en un transiluminador de luz. 
 
 Se compararon ODN no fluoresceinados con fluoresceinados, migrando los dos a 
la misma altura pero aumentando estos últimos la señal de forma considerable. Se evitó 
así el marcaje isotópico del ODN. Una vez terminada la electroforesis, se tomó una 
fotografía digital (Kodak DC40, Eastman Kodak Company) de cada gel tras exposición del 
mismo a luz ultravioleta, utilizando el software del equipo para fotografía de geles. Para 
la cuantificación de las bandas, se utilizó el programa ImageJ (1.38×, NIH, USA). Los geles 
se repitieron 3 veces como mínimo y se muestra uno de forma representativa. 
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3.4.2.1. Dendriplex vs Albúmina 
 
 Para evaluar la unión de ODN y dendriplexes a proteínas del plasma, se 
expusieron los mismos a la presencia de distintas concentraciones de albúmina sérica 
bovina (BSA, Sigma-Aldrich®), medio completo (medio de cultivo RMPI 1640 
suplementado con 10 % de STF, L-glutamina 2 mM, 1 % ampicilina, 1 % cloxacilina y 0.32 
% gentamicina) o suero humano AB (suero AB). 
 
 Se añadió BSA, medio completo o suero AB al dendriplex a tiempo cero hasta 
alcanzar la concentración deseada en cada ensayo. Se dispensaron en el pocillo del gel 
30 µL de la disolución con la mezcla, mientras que el resto del volumen se mantuvo en 
condiciones de cultivo (CC: 37ºC, 5 % CO2 y 95 % de humedad relativa) el tiempo 
indicado para cada ensayo previa realización de la electroforesis. 
 
 Las distintas mezclas obtenidas se ensayaron para migración del ADN y de 
proteína en los geles de agarosa descritos en el apartado anterior. Tras tomar la 
fotografía del gel expuesto a luz ultravioleta, se procedió a su tinción con una solución 
de colorante azul Paragón al 0,5 % (sal disódica de ácido 8-amino-7-(3-nitrofenilazo)-2-
(fenazilo)-1-naftol-3,6-disulfónico, Beckman Coulter®) durante 20 min para evidenciar la 
presencia de proteínas. Se destiñó finalmente el gel mediante lavados con ácido acético 
glacial al 10 %, tomándose posteriormente una fotografía con cámara digital. 
 
 3.4.2.2. Dendriplex vs Nucleasas 
 
 Para evaluar el efecto protector del dendrímero frente a la degradación del ODN 
o siRNA por las nucleasas, el dendriplex a tiempo cero se expuso a una unidad de 
ADNasa I o ARNasa (Promega, Madison WI, USA) a 37 °C durante 30 min antes de 







 La espectroscopia de fluorescencia o espectrofluorimetría, utiliza un rayo de luz, 
normalmente ultravioleta, que excita a los electrones de las moléculas de ciertos 
compuestos y hace que emitan luz, dando lugar a un espectro de emisión. El grupo de la 
doctora Bryszewska en la Universidad de Lodz (Polonia) describió mediante técnicas 
espectrofluorimétricas la interacción de los dendrímeros PAMAM con la albúmina [185-
187]. Debido a la gran experiencia del grupo citado, se estableció una colaboración con 
el Departamento de Biofísica de la Universidad de Lodz para el estudio de las fuerzas de 
unión existentes entre los DEC+, los ODN y BSA [69]. 
 Los ensayos de espectrofluorimetría se llevaron a cabo fijando una 
concentración de la molécula (DEC+, ODN, BSA, etc.) en cubeta de cuarzo (Perkin-Elmer 
40 LS-50B). La cubeta de 1 cm de longitud de trayectoria se mantuvo en continua 
agitación en la celda de medida y se adicionó las cantidades necesarias del agente de 
unión con una micropipeta. El software utilizado fue FLWINLAB y las medidas se llevaron 
a cabo a 37ºC y en tampón fosfato 0.15 M (pH 7.4). Los demás reactivos químicos 
usados fueron de grado analítico y se utilizó agua destilada doblemente para todas las 
disoluciones. 
Se comprobó que los DEC+ no se excitaron ni emitieron fluorescencia entre 280 
y 500 nm. Los ODN marcados con fluoresceína se excitaron a 485 nm y su espectro de 
emisión se recogió a 516 nm. Para la fluorescencia de la BSA y la albúmina de suero 
humano (HSA) (Sigma-Aldrich®), se fijó una onda de excitación de 295 nm y el espectro 
de emisión se recogió entre 305 y 420 nm. Para el BSA marcado con Alexa Fluor 488 
(BSA-AF), 487 nm y 520 nm fueron las respectivas longitudes de onda de excitación y 
emisión. Para la fluorescencia del L-triptófano (Sigma-Aldrich®), la excitación fue de 280 
nm y el espectro de emisión fue recogido entre 300 y 440 nm.  Para los experimentos 
con ácido 1 anilinonaftaleno-8-sulfónico (ANS, Sigma-Aldrich®), la excitación se 
estableció en 370 nm y el rango de emisión entre 400 y 600 nm. Las anchuras de corte 
de excitación y emisión fueron 10 nm y 5 nm en todos los casos, respectivamente. ANS y 




3.4.3.1. Estudio de las interacciones DEC+/ADN  
3.4.3.1.1 Polarización de la fluorescencia 
 
 La polarización de la fluorescencia (PABS) de los ODN fluoresceinados, así como 
de BSA y BSA-AF, se calculó con la siguiente fórmula: 
<=>? =  
@AA3 B C @AD
@AAE B C @AD
   ,         (1) 
donde IVV e IVH son la componente vertical y horizontal de la luz emitida por un 
fluoróforo excitado por una luz vertical plana polarizada. El factor G se calculó de la 
ecuación 
F =  
@DA
@DD
  ,          (2) 
donde IHV e IHH son la componente vertical y horizontal de la luz emitida por un 
fluoróforo excitado por una luz horizontal plana polarizada. 
 La polarización relativa (P, como porcentaje con respecto al control) se calculó 
como  
< =  
GHIJ
GHIJ
K  L 100 % ,         (3) 
donde <=>? y <=>?
;  son la polarización de fluorescencia de los ODN fluoresceinados, BSA 
o BSA-AF en presencia o ausencia de los DEC+, respectivamente. 
 
 3.4.3.1.2 Ensayo de bromuro de etidio. 
 
 Se utilizó BE y ADN de timo de ternera (ADNTT, Sigma-Aldrich
®) a una 
concentración de 1 y 3 µg/mL en tampón fosfato 0,15 µM (pH 7,4), respectivamente. El 
espectro de fluorescencia del BE puro y en presencia de ADNTT fue medido antes y 
después de la adición de los DEC+. Se fijó una onda de excitación de 477 nm y el 
espectro de emisión se recogió entre 500 y 800 nm. Bajo estas condiciones, la emisión 
máxima de fluorescencia del BE (618 nm) se correspondió con 100 unidades relativas 
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(u.r.) del dispositivo. La intensidad de fluorescencia del BE/ADNTT antes y después de la 
adición de los DEC+ se midió a λmax = 604 nm, con unas anchuras de corte de excitación y 
emisión de 14,0 y 8,0 nm, respectivamente. Se comprobó que los DEC+ no 
interaccionaron con el BE en dichas condiciones.  
Estos datos se utilizaron para calcular la aparente constante de unión 
(asociación) entre los DEC+ y el ADNTT  (NO








 ,         (4) 
donde  NO
>Q es la constante de asociación entre BE y ADNTT, TU; es la concentración 
total de BE en solución y V.; es la concentración que genera una disminución de la 
intensidad de fluorescencia inicial del complejo BE/ADNTT del 50 % [188]. 






\ ,          (5) 
 
donde NO
@es la constante de asociación del inhibidor (=NO
PQRE), ]^.; es la concentración 
del inhibidor (I = DEC+) necesaria para desplazar un 50 % al ligando (BE), _` es la 
concentración total del ligando (BE) y NO
Z es la constante de asociación para el ligando 
(=NO
>Q). 
De las ecuaciones (4) y (5) se obtiene que 
[D50] = IC50           (6) 
En un tampón fosfato de 0,2 M (pH 7,4), NO
>Q fué 1,70 ± 0,04 x 105 (M)-1 [188]. 
Para calcular las constantes, los datos de las gráficas se modificaron de tal forma que los 
cambios en la intensidad de fluorescencia del complejo BE/ADNTT cuando los 
dendrimeros se añadieron fué 
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  ,        (7) 
donde a>Q/=Pi[[  y a;
>Q/=Pi[[son la fluorescencia del complejo BE/ADNTT en presencia 
y ausencia del DEC+, respectivamente, y a>Q es la fluorescencia del BE puro. 
  
 3.4.3.2. Estudio de las interacciones DEC+/BSA 
 
 Se realizó mediante el análisis de Stern-Volmer (apartado 3.4.3.3.) 
 
 3.4.3.3. Análisis de Stern-Volmer 
 
 La principal razón para estudiar la fluorescencia intrínseca de las proteínas 
estriba en las posibilidades que ofrece para obtener información sobre la conformación 
espacial de la molécula. Esto es posible debido a que la fluorescencia de los únicos 
fluoróforos intrínsecos de las proteínas (triptófano, tirosina y fenilalanina, en orden 
decreciente de fluorescencia) es muy dependiente del medio (es decir, disolvente, pH, 
de la presencia de pequeñas moléculas o de grupos vecinos de la propia proteína y de la 
presencia de un agente de extinción o extintor). El proceso de extinción de la  
fluorescencia o quenching consiste en un decaimiento de la intensidad de la emisión de 
fluorescencia. La accesibilidad de determinados compuestos sobre una molécula de 
proteína puede ser medida por el uso de un extintor que perturbe el grupo fluoróforo de 
dicha proteína (en la práctica, la fluorescencia más estudiada es la del triptófano).  Esta 
extinción ocurre por diferentes mecanismos: por colisión o dinámico, estático, por 
transferencia de energía y mediante reacciones de transferencia de carga.  
 
 La interacción DEC+ y BSA tiene lugar por un mecanismo de colisión o dinámico: 
0
1 [ ]SVF K Q
F
= + ,          (1) 
donde F0 y F son, respectivamente, la intensidad de fluorescencia en ausencia y en 
presencia de un extintor, KSV es la constante de dinámica de extinción (también llamada 
constante de Stern-Volmer) y [Q] es la concentración del extintor. 
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 El experimento se realizó con una disolución de 5 µM de BSA en tampón fosfato 
0.15 M (pH 7.4) y se utilizó un agente de extinción de fluorescencia neutro (acrilamida) y 
dos iónicos (KI y CsCl). Para KI y CsCl, I- y Cs+ actuaron como extintores respectivamente. 
Se añadieron alícuotas crecientes de los extintores a la concentración constante de BSA. 
Las soluciones stock de acrilamida, KI y CsCl fueron 1, 5 y 10 M, respectivamente. Se 
utilizó 0,1 mM de Na2S2O3 en la solución de KI para prevenir la oxidación de I
- a I3. La 
intensidad de fluorescencia se recogió a 350 nm y se excitó a 295 nm. Las anchuras de 
corte de excitación y emisión fueron 3.4 nm y 10 nm, respectivamente. Los datos de 
extinción de la fluorescencia se midieron para BSA nativa y BSA más 0,1 mM del DEC+. 
 La ecuación (7) asume una relación lineal entre 
e
eK
  y [Q], con una pendiente Ksv. 
Las constantes de Stern-Volmer expresan la accesibilidad estérica del extintor al 
cromóforo [188]. 
 
 3.4.3.4. Análisis de Scatchard-Klotz   
 
 Este análisis consiste en una doble valoración de fluorescencia y se 
determinaron por esta técnica la constante de unión (Kb) y el número de centros de 
unión por molécula (n) para DEC+. Shcharbin y col. desarrollaron esta técnica con 
dendrímeros PAMAM en 2005 [189]. En la primera valoración, concentraciones 
crecientes del agente de unión (DEC+) se añadieron a una concentración constante de 
ANS y se determinó la máxima intensidad de fluorescencia (Fmax). Esta corresponde al 
estado donde todas las moléculas de ANS están rodeadas de DEC+. La máxima 
fluorescencia del ANS dividido por su concentración da la intensidad específica de 





FF = ,         (1) 
donde C1ANS es la concentración de ANS durante la primera valoración. 
 En la segunda valoración, el DEC+ tiene una concentración CD. Concentraciones 
crecientes de ANS (
2
ANSC ) se añadieron al DEC+ y se midió la intensidad de fluorescencia 






FC = ,         (2) 
calculándose la concentración de ANS libre como: 
          unidaANSANS
libre
ANS CCC −=
2         (3) 
 La constante de unión (Kb) y el número de centros de unión en la solución (N) 
pueden ser determinados por la gráfica: 







=        (4) 
 La región inicial de la curva es una línea recta. Se modifica la Eq. (4) 





=          (5) 









=        (6) 












3.4.3.5. Análisis estadístico 
 
 Todos los datos del apartado de espectrofluorimetría (3.4.3.) se expresaron 
como la media ± error estándar de la media de 6 experimentos independientes. Los 
cálculos estadísticos se realizaron con el programa Origin 7.0 (OriginLab Corp., USA). Se 
utilizó el test de Shapiro-Wilk para asegurar la distribución normal de los resultados y se 





3.4.4. Incubación de dendrímero y dendriplex con distintos cultivos 
primarios y líneas celulares establecidas 
 
Para los ensayos de biocompatibilidad, transfección o inhibición de la replicación 
del VIH, los dendrímeros o dendriplexes se incubaron con diferentes tipos celulares en el 
medio de cultivo correspondiente a cada caso. El medio de cultivo completo (MCC) 
utilizado para cada línea celular se clasificó en cinco tipos: MCC1 (RPMI 1640, Biochrom 
AG©), MCC2 (McCoy`s 5A, Biochrom AG©) y MCC3 (DMEM, BiochromAG©) 
suplementados con STF (inactivado por calor) al 10 %, L-glutamina a 2 mM (LONZA, 
Bélgica), ampicilina y cloxacilina al 1 % y gentamicina al 0.32 % (Laboratorios NORMON, 
España). MCC4 (RPMI 1640, Biochrom AG©) suplementado con STF (inactivado por 
calor) al 10 %, L-glutamina a 2 mM, HEPES a 10 mM, piruvato sódico a 1 mM, Glucosa a 
4.5 g/L, ampicilina y cloxacilina al 1 % y gentamicina al 0.32 %. MCC5 (KSFM kit, GIBCO-
BRL 17005-075) medio de cultivo sin suero suplementado con hormona del 
crecimiento humano (hrEGF, 0.1 ng/L), extracto de pituitaria bovina (0.05 mg/mL) y 
CaCl2 (0.4 mM). 
 
Los dendriplexes formados en 60 μL de RPMI y a tiempo cero, se mezclaron con 
100 μL de MCC. Los 160 μL se añadieron a las células cultivadas en 340 μL de medio 
completo, dando un volumen final de 500 μL. Las células se incubaron con dichos 
complejos, con una mezcla de igual volumen que contenía el ODN solo, con una mezcla 
que contenía DEC+ solo, o con una mezcla utilizada como control negativo (vehículo) 
que contenía solamente RPMI + MCC. Las células y/o el sobrenadante se recogieron a 
distintos tiempos según el diseño del experimento, para su análisis por citometría de 
flujo, microscopía confocal o para la cuantificación por un inmunoensayo enzimático 
(ELISA p24. INNOTESTTM HIV antigen mAB, Innogenetics®). Se procedió de manera similar 
con los dendrímeros comerciales que se utilizaron como controles, PAMAM G4 y 
Superfect. 
 
Los dendrímeros aniónicos se añadieron en volúmenes de 10 μL a 50 μL, 
dependiendo del experimento, y se utilizó siempre como vehículo PBS. Se añadió el 





Células Mononucleares de Sangre Periférica (CMSP): La sangre se obtuvo de 
donantes adultos o de cordón umbilical de neonatos sanos, tras obtener el 
consentimiento informado del donante o de la madre. Dicha sangre se diluyó con el 
mismo volumen de PBS y se procedió a su centrifugación en gradiente de densidad 
(Ficoll-Isopaque®). Tras dicha centrifugación se recuperó el halo que contenía las CMSP y 
se procedió a dos ciclos de lavado-centrifugación con PBS. Las CMSP resultantes se 
cultivaron en MCC1 en diferentes formatos de placa (6, 24 o 96 pocillos, según el diseño 
del experimento. Costar, Corning Inc.) en CC. Dos días antes del tratamiento con los 
ODN o con los dendriplexes, las CMSPs fueron activadas con fitohemaglutinina (PHA, 
Remel) a 2 μg/mL y con interleucina-2 (IL-2, Bachem) a dosis de 50 UI/mL, siendo la 
concentración celular aproximada de 5 x 106/mL. En el día del tratamiento, las células se 
lavaron con PBS y se resuspendieron a una concentración de 2,5 x 105 células por cada 
340 μL. Sin embargo, y dado que el volumen final cuando posteriormente se añadieron 
los respectivos tratamientos sería de 500 μL, se añadió IL-2 para mantener la activación 
celular durante el transcurso del experimento a una dosis de 20 UI/mL calculada en base 
a los 500 μL. 
 Para los ensayos de toxicidad, se utilizaron placas de 96 pocillos, con una 
concentración de células de 1 x 105 en 200 μL. Se mantuvieron estas concentraciones y 
volúmenes para todas las células en suspensión utilizadas en esta Memoria, salvo 
situaciones específicas. 
 MT-2: Línea celular de leucemia de células T con ADN de HTLV-1 integrado. Se 
obtuvieron a través de AIDS Research and Reference Reagent Program, Division of AIDS, 
NIAID, NIH: MT-2 donación del Dr. Douglas Richman. Se cultivaron en MCC1 en 
diferentes formatos de placa (6, 24 o 96 pocillos, según el diseño del experimento. 
Costar, Corning Inc.) en CC. 
 SupT1: Línea celular de linfoma no Hodgkin de células T adquiridas a través del 
American Type Culture Collection (ATCC). Se cultivaron en MCC5 en diferentes formatos 




 M8166: Línea celular linfoide clonada de C8166 para aumentar la susceptibilidad 
de formar sincitios por el VIS. Se obtuvieron a través de AIDS Research and Reference 
Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, NIH: M8166 donación del Dr. P. Clapham. Se 
cultivaron en MCC1 en diferentes formatos de placa (6, 24 o 96 pocillos, según el diseño 
del experimento. Costar, Corning Inc.) en CC. 
 HEC-1A: línea celular endometrial humana, derivada de un adenocarcinoma 
humano de endometrio adquiridas a través del ATCC y se cultivaron en MCC2 en placas 
de 24 o 96 pocillos o placas transwell de 12 pocillos con soporte permeable de 
policarbonato de 0.4 µm de poro (Costar, Cambridge, MA),  en CC. 
 VK2/E6E7: línea celular epitelial vaginal humana, transducida con el vector viral 
LXSN-16E6E7. Se obtuvieron del ATCC y se cultivaron en MCC5 en placas de 24 o 96 
pocillos o placas transwell de 12 pocillos con soporte permeable de policarbonato de 0.4 
µm de poro (Costar, Cambridge, MA),  en CC. 
 P4-R5 MAGI: línea celular que expresa establemente el receptor CD4 y el gen 
reportero LacZ que se encuentra bajo el control del LTR del VIH-1. Esta línea es 
susceptible de infección por el VIH X4 o R5 trópicos así como por el VIS. La expresión de 
la proteína Tat viral promueve la transcripción del gen LacZ con actividad β-
galactosidasa. Se obtuvieron de AIDS Research and Reference Reagent Program, Division 
of AIDS, NIAID, NIH, donación del Dr. Julie Overbaugh. Las células se cultivaron en placas 
de 24 pocillos, en MCC3 y CC.  
 Monocitos: Se realizó una separación de CMSP por gradiente de densidad como 
se ha descrito anteriormente. Los monocitos se obtuvieron por separación 
inmunomagnética con anticuerpos monoclonales anti-humano CD14 (MicroBeads) 
mediante separación en columnas (MACS®, Miltenyi Biotec, Alemania). Las CMSP 
resultantes se cultivaron en MCC1 en diferentes formatos de placa (6, 24 o 96 pocillos, 
según el diseño del experimento. Costar, Corning Inc.) en CC. Células Dendríticas (CD): 
Los monocitos purificados se resuspendieron en medio completo en placa de fondo 
plano de 6 pocillos a una concentración de 2 x 106 células/pocillo. Se cultivaron con 50 
ng/mL rh GM-CSF y 20 ng/mL rh IL-4 (ImmunoTools, Alemania), en CC. Se añadió medio 
fresco completo a las células inmaduras (CDi) con 50 ng/mL rh GM-CSF y 20 ng/mL rh IL-
4 a las 72 h. Se maduraron las células a los 6 días con 20 ng/mL LPS (Sigma-Aldrich®) 
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durante 48 h (CDm). Macrófagos (MΦ): Los monocitos purificados se resuspendieron en 
medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con 10 % de suero humano AB, 2 mM L-
glutamina y antibióticos (1 % cloxaciclina, 1 % ampicilina y 0.32 % gentamicina) en placa 
de fondo plano de 6 pocillos a una concentración de 2 x 106 células/pocillo. Se cultivaron 
con 50 ng/mL rh M-CSF y se añadió medio fresco con 50 ng/mL rh M-CSF al tercer y 
sexto día. Las células se recogieron entre el séptimo y octavo día.  
 U87MG (línea de astroglioma humano, ATCC), SK-N-MC (línea celular de 
neuroblastoma, ATCC), JEG-3 (línea cellular trofoblástica transformada HTB 36, ATCC) y 
K562 (línea celular de leucemia mieloide crónica, ATCC) se utilizaron para los ensayos de 
toxicidad de los DEC+. Se cultivaron en placas de 96 pocillos, en MCC4 y en CC. 
 
 Con el objetivo de comprobar que las células eran viables y no estaban 
contaminadas por micoplasma, los sobrenadantes de las distintas líneas celulares 
utilizadas en esta Memoria se evaluaron cada 4 meses mediante PCR cuantitativa a 
tiempo real (kit MycoSensor QPCR, Agilent Technologies©), siguiendo las instrucciones 
del fabricante. 
 
 3.6. ESTUDIO DE LAS POBLACIONES CELULARES POR CITOMETRÍA DE 
FLUJO 
 
 Para el estudio de las diferentes poblaciones celulares, se realizaron tinciones 
con anti-CD45 (antígeno panleucocitario), anti-CD3 (receptor de linfocitos T), anti-CD4 
(linfocito T helper), anti-CD8 (linfocito T citotóxico), anti CD-19 (linfocito B) y anti-CD14 
(monocito) de Beckman-Coulter®. Se emplearon para comprobar la normalidad en la 
composición fenotípica de las CMSP obtenidas por gradiente de Ficoll y para evaluar la 
pureza de las poblaciones obtenidas tras separación inmunomagnética. El proceso de 
tinción incluyó el lavado de las células a marcar con PBS, la incubación durante 20 min a 
temperatura ambiente con el monoclonal deseado y el lavado posterior de las mismas 2 
veces con PBS. Las células que no se analizaron inmediatamente, se fijaron con 
paraformaldehido al 3 %. En todos los experimentos de citometría se incluyó un control 
negativo (no tratado) y un control isotípico de cada color. Se incluyeron además 
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controles adicionales de compensación previamente a cada citometría (mezclas de 
células marcadas y no marcadas para comprobar la eficacia del marcaje y diferenciar 
claramente las poblaciones positivas de las negativas, controles positivos, etc). Todas las 
muestras se adquirieron en un citómetro Beckman-Coulter® de 4 colores y se analizaron 
mediante el software EPICs® de Beckman-Coulter. 
 
 3.6.1. Estudio de internalización del ODN en CMSP de neonatos y 
adultos por citometría de flujo 
 Se eligió el ODN TAR-FITC a una concentración de 1 µM. Se combinó el uso de la 
citometría de flujo con el contaje de células por microscopía confocal (apartado 3.7.). 
Mediante esta técnica se evaluó la viabilidad celular y la exclusión de las células muertas 
con tinción de ioduro de propidio (10 mg/mL, Sigma-Aldrich®). Los marcajes de linfocitos 
y monocitos (anti-CD4-FITC y anti-CD14-PC5, respectivamente) se realizaron como se 
indicó previamente. Se llevó a cabo un lavado con tampón de glicina ácida para eliminar 
el ODN pegado a la membrana celular. Se utilizaron CMSP no tratadas como control en 
todos los casos y el ensayo se repitió con CMSP de 3 adultos y 3 neonatos, obtenidas por 
separación inmunomagnética (apartado 3.5.). Las CMSP se estimularon durante 48 h con 
2 μg/mL de PHA y 50 UI/mL de IL-2, y los monocitos utilizados en los ensayos con CMSP 
activadas correspondían a las células adheridas al plástico tras dos días de estimulación 
(selección de CD14 positivas en el análisis). 
 
 3.6.2. Macrófagos y células dendríticas derivadas de monocito 
 Los marcadores de MΦ, CDi y CDm respectivamente se analizaron mediante un 
citómetro Beckman-Coulter® de 4 colores y se utilizó el software EPICs® de Beckman-
Coulter®. Los marcadores de superficie utilizados fueron: anti-CD80 y anti-CD83 
(Beckman-Coulter®) marcados en FITC. Anti-CD1a, anti-HLA-DR y anti-CD86 (Beckman-
Coulter®) y anti-CCR7 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) marcados en PE. Anti-HLA-
DR (Beckman-Coulter®) marcado en ECD. Anti-CD14, anti-CD80 (Beckman-Coulter®) y 
anti-CD86 (BD Biosciences, Franklin Lake, NJ, USA) marcado en PC5. Se utilizó un panel 
con los marcadores CD80, CD83, CD86, HLA-DR y CCR7 para comprobar la madurez de 
las CD a los 7 días de cultivo. 
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 3.7. MICROSCOPÍA CONFOCAL 
 
 Esta técnica se utilizó para la visualización de las células y los ODN 
fluoresceinados en los ensayos de transfección. Después de las incubaciones con las 
mezclas conteniendo ODN fluoresceinados, dendriplexes, dendrímeros o RPMI, se 
realizó el siguiente protocolo para la posterior adquisición de imágenes en el 
microscopio de fluorescencia convencional o en el microscopio confocal. 
 
 Las células se pegaron a un portaobjetos de cristal con pocillos de 30 mm de 
diámetro mediante el uso de fibronectina (Sigma-Aldrich®) o poli-L-lisina (PLL, Sigma-
Aldrich®). Los lavados se realizaron con PBS-BSA 1 % (PBS con BSA al 1 %). El porta se 
situó en una cámara húmeda (placa petri con papel de filtro humedecido con agua). El 
porta se situó sobre el papel húmedo y se procedió de la siguiente forma: 1) añadir 30 
μL de PLL a cada pocillo del porta e incubar a 37ºC 1 h; 2) retirar el exceso de PLL y lavar 
1 vez; 3) lavar las células, 1 x 105 células por punto y resuspender en 30 μL de PBS; 4) 
opcional: marcar durante 1 min con azul tripán (Sigma-Aldrich®) al 0,8 % y lavar para 
observar posteriormente las células viables; 5) dispensar sobre cada pocillo del porta e 
incubar durante 1-2 h a 37ºC; 6) fijar las células con paraformaldehido (PFA) 3  % 
durante 10 min a temperatura ambiente; 7) lavar 2 veces y si no se realiza el marcaje el 
mismo día en que se fijaron las células al porta guardar la preparación en la cámara 
húmeda a 4ºC; 8) añadir 30 μL de anticuerpo primario anti-CD45 IgG1(κ) de ratón anti-
humano (BD®) e incubar 20 min a temperatura ambiente. Dilución del anticuerpo 1/20; 
(10 veces más concentrado que para Western-blot); 9) lavar 2 veces; 10) añadir 30 μL de 
anticuerpo secundario de cabra anti-ratón anti IgG-IgM (cadenas pesadas y ligeras) 
conjugado en Texas-Red (Jackson ImmunoResearch®) e incubar 30 min a temperatura 
ambiente de 20-22ºC. Dilución del anticuerpo 1/130; 11) lavar 2 veces; 12) añadir 10 μL 
de DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole, colorante fluorescente que se une fuertemente 
al ADN. VysysTM) e incubar 10 min a temperatura ambiente; 13) lavar 2 veces; 14) añadir 
una gota de medio de montaje anti-Fading (destinado a proteger la muestra frente al 
deterioro causado por la exposición a los láseres del microscopio, DAKO©). Hasta el 
momento de observar las muestras al microscopio, se guardaron las preparaciones en la 




 Variaciones: En el caso de los monocitos, en el punto 8 del protocolo se añadió 
anti-CD14 marcado en Ficoeritrina (PE) y el proceso se realizó como sigue en el punto 
11; para CD se utilizó el marcador nuclear DRAQ5TM (Biostatus Limited, UK).  
 
 El día del ensayo, se procedió a la observación y captura de imágenes mediante 
un microscopio confocal Leica TCS SP2® utilizando distintas líneas de excitación (405, 488 
y 514 nm), además del objetivo para microscopía diferencial de contraste de 
interferencia (DIC). Tras la captura de imágenes se procedió a su análisis utilizando el 
software de Leica®. 
 
 Se eligió el ODN TAR-FITC para realizar el estudio de la internalización del ODN a 
una concentración de 1 µM en CMSP de neonatos y adultos por microscopía. 
Aproximadamente se utilizaron en cada punto 200 células tratadas con azul tripán para 
excluir las células dañadas. Se realizó un lavado con tampón de glicina ácida para evitar 
la confusión al contar ODN pegado a la membrana celular. Se utilizaron CMSP no 
tratadas como control en todos los casos y el ensayo se repitió con CMSP de 3 adultos y 
3 neonatos, obtenidas por separación inmunomagnética (apartado 3.5.). Las CMSP se 
estimularon durante 48 h con 2 μg/mL de PHA y 50 UI/mL de IL-2.  
 
 3.8. VIABILIDAD CELULAR 
 
 Los protocolos de trabajo de las técnicas empleadas en esta Memoria para 
caracterizar la biocompatibilidad de los DEC+ en diferentes líneas celulares y cultivos 
primarios se describen a continuación. Todos los ensayos se realizaron siempre por 
triplicado y al menos dos ensayos independientes cada vez. Los porcentajes de viabilidad 






 3.8.1. Tinciones con azul tripán  
 
 Para evaluar de manera rápida y sencilla el estado de las células se preparó una 
solución con azul tripán (Sigma-Aldrich®) al 0,8 %. Este colorante azoico se utiliza para 
discriminar entre células con las membranas intactas (viables, negativas para azul tripán) 
o membranas dañadas (no viables, positivas para azul tripán). Las células se 
centrifugaron y se decantó el sobrenadante; tras resuspender el sedimento celular, se 
trató con la solución de azul tripán durante 1 min, procediéndose a una centrifugación y 
un lavado posterior con PBS dos veces. Las células se observaron bajo microscopía 
óptica y se contaron las positivas para la presencia de azul tripán en relación con el 
porcentaje de células negativas. Para ello se eligió un campo amplio con al menos 100 
células.  
 
 3.8.2. Marcajes con Anexina-V-PE y 7-AAD 
 
 Mediante la técnica de citometría de flujo se evaluó la presencia de células 
apoptóticas o necróticas en presencia de los DEC+. Se utilizó un kit de Beckton-
Dickinson® (BD) para el marcaje combinado o por separado con anexina V marcada con 
ficoeritrina (anexina-V-PE) y/o 7-aminoactinomicina D (7-AAD). Se siguieron las 
recomendaciones del kit en ambos casos (destacar la incubación de las células con 3-5 
μL de anexina-V-PE en un solución rica en calcio, necesario para la unión de la anexina-
V-PE a las fosfatidilserinas traslocadas al exterior durante el proceso de apoptosis). Las 
citometrías incluyeron controles negativos, controles isotípicos para ficoeritrina y 
controles positivos de apoptosis (células tratadas con luz ultravioleta durante 15 min). 
 Se elaboraron paneles específicos de cada población celular para su estudio. Se 
dibujó una región alrededor de las células con tamaño (Forward, FW) y complejidad 
(Side, SD) correspondiente a células en apoptosis-necrosis y otra alrededor de las células 
con FW y SD correspondiente a células vivas. Se compararon los porcentajes de células 




 3.8.3. Marcaje con DAPI 
 
 Para evaluar el estado de los núcleos celulares mediante inmunofluorescencia o 
microscopía confocal, se utilizó este colorante fluorescente (apartado 3.7.). 
 
 3.8.4. Ensayo de liberación de lactato deshidrogenasa  
 
 Se utilizó el kit CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega) para 
evaluar el daño en la superficie de la membrana celular debido a la presencia de los 
distintos grupos periféricos catiónicos y aniónicos de los DEC+ y DEC-, respectivamente. 
La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima que se libera en el citoplasma debido a la 
lisis celular. El ensayo de liberación de LDH, por lo tanto, es una medida de la integridad 
de la membrana, que se basa en la oxidación de LDH a piruvato y la reducción de sales 
de tetrazolio a cristales de formazán por el piruvato.  
 Se dispensaron en placa de 96 pocillos de fondo redondo 1x105 células/pocillo 
en un volumen de 100 µL del correspondiente medio completo de cada tipo celular y se 
añadió el dendrímero en un volumen de 100 µL, para obtener un volumen final en el 
pocillo de 200 µL. Las células se incubaron en CC a distintos tiempos y se procesaron 
según las instrucciones del fabricante para la obtención de la citotoxicidad según la 
fórmula:  
 % jklmlmnkokpqp =  
(jéstsqu lvqlqpqu omw pxwpvízxvm/pxwpvk{sxn) − (jmwlvms)
(jéstsqu omw lvklów } − ~ qs .  %) − (jmwlvms)
 n ~  
donde el control representó las células en su correspondiente medio completo.  
 
 3.8.5. Ensayo de reducción de sales de tetrazolio  
 
 Esta técnica se utilizó para evidenciar efectos deletéreos sobre el metabolismo 
celular. Es un ensayo colorimétrico basado en la capacidad selectiva de las células 
viables para reducir el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT, 
Sigma-Aldrich®) en cristales insolubles de formazán. Tras el tiempo de incubación de las 
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distintas poblaciones celulares con diferentes concentraciones de dendrímeros en placa 
de 96 pocillos (1 x 105 células/pocillo) y con 3 pocillos como control positivo de 
inactividad celular (20 % de dimetil sulfóxido, DMSO, Sigma-Aldrich®). El sobrenadante 
que contenía dendrímero se retiró y se sustituyó por 200 μL de un medio de cultivo sin 
suero ni rojo fenol (Opti-MEM®). Además de los 200 μL de Opti-MEM®, se añadieron 20 
μL de MTT en PBS a una concentración de 5 mg/mL (concentración final en pocillo de 0,5 
mg/mL). Después de 3-4 h de incubación en CC, se procedió a la centrifugación de la 
placa a 2000 r.p.m. 10 min y a la posterior retirada del sobrenadante con el exceso de 
MTT que no reaccionó. Los cristales de formazán se observaron al microscopio de 
contraste de fase y se disolvieron posteriormente con 200 μL de DMSO. La placa se agitó 
a 700 r.p.m. en un agitador Eppendorf® para asegurar la correcta disolución de dichos 
cristales. La concentración de formazán se determinó por espectrofotometría a una 
longitud de onda de 570 nm con una referencia de 690 nm. El espectrofotómetro se 
calibró a 0 utilizando Opti-MEM® sin células. La viabilidad celular relativa ( %) respecto 
del control (células sin tratar) se calculó en base a la fórmula: 
 % kqkskpqp =


 n ~, 
donde A representa el valor del pocillo evaluado y A0 el valor del pocillo control.  
 
 
 3.8.6. Ensayo de hemólisis 
 
 Los hematíes se obtuvieron tras ser separados de las CMSP mediante el mismo 
gradiente de Ficoll detallado anteriormente. Los mismos se diluyeron adecuadamente 
en PBS hasta poder ser visualizados de forma individualizada. Después se 
resuspendieron en 500 µL de PBS y se cultivaron en placa de 24 pocillos (3 x 105 
hematíes/pocillo). Como control positivo de lisis se utilizaron células tratadas con Tritón 
X-100 al 0,2 %. Como control negativo se utilizaron las células tratadas con PBS. Los 
hematíes se incubaron con distintas concentraciones de dendrímero. Se evaluó la 
presencia de hemaglutinación, número de células y liberación de hemoglobina a la hora 
mediante la recogida de 100 µL de sobrenadante y medición de absorbancias por 





 3.8.7. Ensayo linfoproliferativo 
 
 Para evaluar la capacidad mitogénica de los dendrímeros, se realizó un ensayo 
de proliferación celular. Se preparó el experimento por triplicado en placa de 96 pocillos 
de fondo plano (1 x 105 CMSP/200 μL de MCC1). El experimento incluyó un control 
negativo de proliferación (células sin tratar), pocillos tratados con distintas 
concentraciones de dendrímero y otro control positivo de proliferación (2 μg/mL de 
PHA). Tras 4 días de incubación en CC, se procedió a la retirada del sobrenadante y a la 
preparación de las muestras para el Kit de proliferación celular de BrdU 
(Bromodeoxyuridine Cell Proliferation Assay, Chemicon International). Se realizó el 
protocolo indicado por el kit y se obtuvo la incorporación de BrdU en ADN de nueva 
síntesis. El porcentaje de proliferación respecto al control se calculó mediante la 
fórmula:  
 % Proliferación =

K
 x 100, 
donde A representa el valor del pocillo evaluado y A0 el valor del pocillo control.  
 Esta técnica se empezó a utilizar en el año 2007, siendo los primeros 
experimentos de capacidad mitogénica con Timidina Tritiada (preparada con MCC1 pero 
con suero AB al 10 % y Timidina 1/100). La placa se filtró utilizando un Harvester, 
pasando su contenido a un filtro, el cual se dejó secar durante 16 h. Tras este periodo, se 
procedió a la fusión por calor de una lámina de Metilex® conteniendo medio de 
centelleo, y se procedió a su lectura en gammacámara para evaluación del número de 
cuentas por minuto. 
 
 3.9. ENSAYOS DE INHIBICIÓN VIRAL 
 3.9.1. Preparación y utilización de virus 
 
 VIH-1NL4-3 es una cepa viral X4 de laboratorio establecida y se utilizaron células 
MT-2 para la expansión del virus. Se lavaron 2 x 106 MT-2 dos veces con medio completo 
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y se transfirieron a un tubo cónico de 15 mL a una concentración de 2 x 106 células/mL 
en medio completo. Posteriormente, se añadió VIH-1NL4-3 a una concentración de 1 
partícula por célula o lo que es lo mismo, 1 MOI. (multiplicidad de infección). Se 
cultivaron las MT-2 con el VIH-1NL4-3 durante 2 h en CC, agitando el cultivo cada 15-30 
min. Finalmente se lavaron los cultivos (células-virus) dos veces para retirar el virus no 
integrado en el genoma celular. Las células se transfirieron a un pocillo de p6 en un 
volumen de 3-4 mL. Se dejó en cultivo durante 2-3 días y se observó la presencia de 
sincitios en el pocillo. Cuando la presencia de sincitios alcanzó un 80-90 % de 
producción, se añadieron 12 mL de medio completo con 20 x 106 MT-2 y se dispensaron 
en placa petri. A los 2-3 días, se centrifugó todo el volumen y se recogió el 
sobrenadante. Se añadieron 12 mL de medio completo con 20 x 106 MT-2 a las células 
anteriores (MT-2 infectadas) y se dispensaron en placa petri. Este proceso se repitió 3 
veces. El sobrenadante se alicuotó y se almacenó en un tanque de nitrógeno líquido, 
para posteriormente ser titulado. La titulación se realizó en la línea celular MT-2. Para 
ello se cultivaron 2 x 104 células MT-2 con medio completo en placas de 96 pocillos y se 
añadieron 40 μL de la preparación viral a distintas concentraciones, para lo que se 
realizaron las correspondientes diluciones. Se dispusieron las diluciones por octuplicado 
y se mantuvieron en CC durante una semana. Transcurrido este tiempo se procedió a la 
lectura de la titulación por visualización del efecto citopático. El título se calculó 
aplicando la fórmula de Spearman-Karber. También se tituló mediante cuantificación de 
antígeno p24 por ELISA (INNOTESTTM HIV antigen mAB, Innogenetics®) según las 
instrucciones del fabricante y se estableció la relación partículas infectivas por mL y µg 
de virus por mL. 
 VIH-1BaL es una cepa viral R5 de laboratorio establecida y el proceso de 
expansión del virus se realizó de forma similar al VIH-1NL4-3, pero se utilizaron CMSP. El 
sobrenadante se alicuotó y se almacenó en un tanque de nitrógeno líquido, para 
posteriormente ser titulado. El aislado VIH-1BaL se tituló mediante cuantificación de 
antígeno p24 por ELISA. Para asegurar la pureza del virus, las alícuotas descongeladas se 
filtraron a través de filtros de 0.22 µm antes de la cuantificación. 
 VIH-2CBL23 es una cepa viral de laboratorio establecida y el proceso de expansión 
del virus se realizó de forma similar al VIH-1NL4-3 (utilizando células MT-2 para la 
producción de nuevas partículas virales). El sobrenadante se alicuotó y se almacenó en 
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un tanque de nitrógeno líquido, para posteriormente ser titulado. El aislado VIH-2CBL23 se 
tituló mediante cuantificación de antígeno p24 por ELISA. Para asegurar la pureza del 
virus, las alícuotas descongeladas se filtraron a través de filtros de 0.22 µm antes de la 
cuantificación. 
 
VISmac239 es un virus derivado de un clon molecular infeccioso y causa una 
infección típica de un lentivirus. Para evitar las mutaciones que aparecen durante el 
crecimiento prolongado del VIS, se utilizó un doble método para la producción del stock 
viral. Primero, el virus se generó en células 293T mediante transfección transitoria y 
posteriormente, el virus producido por un único ciclo de replicación en las 293T se 
utilizó para los ensayos de transmisión viral a través de la monocapa de HEC-1A.  El 
protocolo de transfección constó de dos volúmenes independientes de 60 µL, el primero 
con mezcla de 2 µg de ADN, 6 µL CaCl2 a 2.5M y agua, y el segundo con 50 mM HEPES 
(LONZA, Belgium). Se mezclaron ambos volúmenes haciendo burbujas con una pipeta y 
se dejaron incubando a 25 ºC durante 20-30 min. Se añadió el volumen total a cada 
pocillo de 293T (2 x 105 células en 2 mL de MCC3 en placa de 6 pocillos) y se cambió el 
medio a las 24 h. El sobrenadante se recogió a las 72 h, se filtró y se tituló en la línea 
celular P4-R5 MAGI. Se siguió el protocolo de cuantificación de unidades infectivas de 
virus en función de la actividad β-galactosidasa publicado por Tobiume et al. [190] 
 
 3.9.2 Reactivos utilizados 
 
 Los reactivos utilizados como controles de inhibición de la replicación viral 
fueron: AZT o zidovudina (azidotimidina; Retrovir, GSK), análogo de nucleósido 
inhibidor de la transcriptasa inversa; T-20 (Fuzeón, Genentech USA, Inc. and Trimeris, 
Inc) inhibidor de la fusión del VIH con las células; dextrano (Dx, Sigma-Aldrich®), 
molécula inerte que se utilizó en determinados ensayos como control de no producir 
toxicidad celular (4,85 x 105 g/mol); dextrano sulfato (DxS, Sigma-Aldrich®), molécula 
inerte que se utilizó en determinados ensayos para evidenciar la inhibición de la 
transmisión viral en presencia de grupos sulfato (5 x 105 g/mol);  suramin (Sur, Sigma-
Aldrich®), se seleccionó como control positivo de la inhibición de la adhesión ya que se 
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ha demostrado su unión electrostática a la glicoproteína de la envuelta gp120 de la 
región V3 de VIH, lo que impide que su maquinaria de infección funcione correctamente 
[191]; vinil sulfonato de sodio (VSS, Sigma-Aldrich®), monómero de los DEC- con grupos 
sulfonato en la periferia. Es la molécula que aporta las cargas negativas a la estructura 
global del dendrímero y que se utilizó como control negativo de efecto antiviral per se. 
 
 3.9.3. Infección in vitro de las diferentes poblaciones celulares 
 
 Las CMSP se estimularon durante 48 h con 2 μg/mL de PHA y 50 UI/mL de IL-2, 
para producir una activación policlonal; a las 48 h se lavaron las células con PBS. La 
concentración deseada de CMSP o MT-2 se incubó con el número de partículas de VIH 
determinado para cada experimento. La infección se realizó utilizando una 
concentración conocida de virus titulada previamente por ELISA de antígeno p24 o 
utilizando el ratio de infección (MOI). Las células se incubaron en MCC durante 3 h y en 
CC. Tras este tiempo se recogieron las células del cultivo y se lavaron tres veces con PBS 
para eliminar el virus no integrado en el genoma celular, tras lo cual se depositaron en 
placa de 24 pocillos o 96 pocillos en  medio completo con 20 UI/mL de IL-2.  
 
3.9.3.1. Pre- y post- tratamiento de células mononucleares de sangre 
periférica 
 
Se utilizaron CMSP activadas dispensadas en 2 x 105 células en 200 µL de medio 
completo en placas de 96 pocillos de fondo redondo. Para el experimento de 
pretratamiento, se trató con el dendrímero 1 h antes de la infección a 50 ng de VIH-1NL4-3 
y se infectó durante 3 h en CC. Tras este tiempo, se lavó dos veces con PBS y se incubó 
en CC. En el experimento de post-tratamiento, el dendrímero se añadió tras las 3 h de 
infección para estudiar el efecto en la replicación del VIH-1NL4-3. La concentración viral se 





3.9.3.2. Inhibición de la entrada en células dendríticas y macrófagos 
Una vez diferenciadas las células, se lavaron con PBS dos veces y se dispensaron 
2 x 105 CDi, 2 x 10
5 CDm y 10
5 MΦ en 200 µL de medio completo en placas de 96 pocillos. 
El dendrímero se añadió 1 h antes de la infección. Después de añadir las partículas 
virales (50 ng), se incubó en CC y a las 3 h, se retiró el sobrenadante y se lavó 2 veces 
con PBS. Se recogió sobrenadante a los 4 días. La concentración viral se cuantificó 
antígeno p24 por ELISA. 
 
 3.9.4. Inhibición de la infección viral en células HEC-1A 
 
 Para estos ensayos se utilizaron células HEC-1A confluyentes en placas de 24 
pocillos. Se procedió al cultivo de 3 x 105 células en 500 µL de MCC2 por pocillo y se 
cultivaron durante 72 h. En los ensayos de infección, se pre-trataron las células con los 
dendrímeros 2 h, 1 h y 30 min antes de la infección con el VIH-1NL4-3. Una vez cumplido el 
tiempo, se procedió a infectar con el VIH-1NL4-3 a 200 ng de VIH/10
6 células durante 3 h. 
Tras este tiempo, se procedió a lavar 3 veces la monocapa con PBS y se dejó en CC. A las 
24 h y 72 h, se recogió sobrenadante para cuantificar antígeno p24 por ELISA. 
 
 Para el ensayo de internalización, el procedimiento inicial fue el indicado 
anteriormente. Tras las 3 h de infección, se lavó 3 veces la monocapa con PBS y se 
procedió a la lisis celular mediante la adición de Tritón x-100 0,2 % durante 45 min a 37 
°C. El sobrenadante se recogió para cuantificar antígeno p24 por ELISA. 
 
 3.9.5. Estudio de la inactivación de VIH y VIS por el DEC- 2G-S16 
 
 Para el ensayo con VIH, se utilizó una placa de 96 pocillos de fondo plano con 
PLL recubriendo el fondo del pocillo. Para ello, 50 µL de PLL se incubaron a 37 °C durante 
1 h. Tras lavar los pocillos 3 veces con PBS, se incubaron 4 ng de VIH toda la noche a 4 
°C, para asegurar que las partículas virales se adhirieron al fondo del pocillo. Se lavó 
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cada pocillo 3 veces con PBS para retirar el VIH no adherido a la placa y se procedió al 
tratamiento de cada pocillo con distintas concentraciones de dendrímero durante 1 h. 
Tras este tiempo, se lavó 3 veces con PBS y se añadieron CMSP previamente activadas (2 
x 105 células en 200 µL MCC1). El sobrenadante de este cultivo se recogió a los 4 días y 
se cuantificó antígeno p24 por ELISA para evaluar la cantidad de VIH producida por las 
CMSP en los distintos tratamientos. Se utilizó como control positivo de lisis de las 
partículas virales Tritón x-100 al 1 %.  
 
En el ensayo con VIS se procedió de forma similar pero, tras la fijación de 35 
unidades infectivas (UI) de VIS y el tratamiento con los dendrímeros 1 h, se añadieron 
M8166 (2 x 105 células en 200 µL MCC1). El sobrenadante de este cultivo se recogió a los 
4 días y se cuantificaron las partículas infectivas mediante el protocolo de cuantificación 
de unidades infectivas de virus en función de la actividad β-galactosidasa, utilizado para 
titular VISmac239 (apartado 3.9.1.). Se utilizó como control positivo de lisis de las 
partículas virales Tritón x-100 al 1 %. 
 
 3.10. ESTABLECIMIENTO IN VITRO DE LA BARRERA EPITELIAL VAGINAL 
 3.10.1. Formación de la monocapa de HEC-1A 
 
 Se utilizó la técnica de espectrofluorimetría para evaluar la formación de la 
monocapa a lo largo del tiempo, así como la tinción de las uniones intercelulares 
estrechas o  tight junctions con AgNO3 y la observación de la monocapa en microscopía 
DIC. 
 Se diseñó un experimento con dextrano fluoresceinado (Dx-FITC, Sigma-Aldrich®) 
de 3 KDa y un cultivo de 2 x 105 HEC-1A por dispositivo transwell (soporte de 
policarbonato permeable de 0.4 µm de poro. Costar, Cambridge, MA). Se depositaron 50 
µg de Dx-FITC en la parte apical a día 4, 7, 9 y 11 del cultivo de células. Mediante un 
espectrofluorímetro FLUOstar OPTIMA (BMG LABTECH), se cuantificó la cantidad de Dx-
FITC en la cámara inferior a distintos tiempos (30, 90 y 300 min) y se relacionaron los 
valores obtenidos con una curva patrón de Dx-FITC a través del transwell sin células. De 
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forma paralela, se realizaron dos ensayos: A) Cultivo de 2 x 105 HEC-1A en soportes para 
microscopía confocal y observación de la confluencia celular por DIC. B) Cultivo de 2 x 
105 HEC-1A en pocillos de placa p24 (diámetro similar al interior del transwell) para 
evaluar la formación de tight junctions. Para ello se preparó una solución de 0.4 % de 
AgNO3 en glucosado 5 % y se procedió utilizando 300 µL de ésta solución por pocillo. 
Tras 1 min, se lavó con medio glucosado y se pusieron unas gotas de glicerol. Se dejó 10 
min bajo luz UV y se lavó con formaldehido al 10 %. Después de 20 min, el formaldehido 
se retiró y se observó el pocillo al microscopio.  
 
 Las soluciones tampón utilizadas como control fueron PBS y HBSS (del inglés 
Hank`s Buffered Salt Solution) y se utilizó EGTA (Ethylene Glycol Tetraacetic Acid) a 1mM 
como control de inhibición de la formación de las tight junctions (agente quelante que 
secuestra el Ca2+ extracelular). 
 
 La resistencia eléctrica transepitelial (TEER) a través de la monocapa de células 
HEC-1A y VK2/E6E7 se monitorizó mediante el uso de un voltímetro EVOM2  y un 
electrodo STX2 (World Precisión Instruments, Sarasota, USA). Los valores de TEER fueron 
corregidos sustrayendo el valor del fondo o background del dispositivo de transwell, 
obtenido en ausencia de células y con el mismo volumen de medio. El resultado final de 
TEER se corrigió en función del área del inserto y se expresó en Ω x cm2.  
 
 3.10.2. Inhibición de la transmisión viral 
 
 Para obtener un monocapa perfecta de células epiteliales polarizadas, las HEC-
1A y las VK2/E6E7 se cultivaron durante 7 días, con cambios de medio cada 48-72 h. El 
dendrímero se añadió 1 h antes de la infección. Después de añadir las partículas virales a 
la cámara superior de la monocapa (100 ng), se recogió el sobrenadante de la cámara 
inferior a las 24 o 48 h. La concentración viral de antígeno p24 en la cámara inferior se 
cuantificó por ELISA. 
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 3.11. BIODISTRIBUCIÓN DEL DENDRIPLEX EN RATONES 
 
 Se conocía por estudios previos del grupo que ratones de la cepa CD1 tenían una 
tolerancia de 15 mg de DEC+ NN16 por Kg de ratón. Tomando como referencia estos 
datos, se calculó la concentración máxima de dendrímero que se utiliza. 
 Como el peso medio de los ratones adultos es de 20 g y los mg de dendrímero 
que toleran son 15 mg/kg, 0,3 mg es la concentración máxima de DEC+ NN16 en el 
experimento (15 mg/kg x 0,020 kg). Los ratones tienen entre 76-80 mL de sangre por kg 
de ratón. Para 20 g de ratón, el volumen es de 1,5 mL, lo que da una concentración de 
200 µg/mL (0,3 mg/1,5 mL). 200 µg/mL corresponden a 43,5 µM (Pm del DEC+ NN16: 
4600 g/mol). Esta fue la dosis más alta que se usó en el experimento. Para el cálculo de 
la concentración de ODN TAR-FITC necesaria para un ratio 2/1, se calculó el ratio de 
cargas: 16 cargas negativas de TAR x 2: 32 cargas positivas. Como en este caso, 
coincidían las cargas positivas y negativas por molécula, el factor divisor fue 2: 43,5 / 2 = 
21,75 µM de ODN TAR-FITC. 
 Para el experimento preliminar se utilizaron ratonas BALB/c (H-2d) de 8 semanas 
de edad. Los ratones fueron adquiridos a Harlan España y se mantuvieron en el 
animalario del Hospital General Universitario Gregorio Marañón en ambiente estéril y 
con condiciones de luz y temperatura controlada. Los procedimientos que se utilizaron 
con los ratones y su cuidado se llevaron a cabo de conformidad con la guía para el 
cuidado y uso de animales de laboratorio del NIH y de acuerdo con la normativa vigente 
(Real Decreto 1201/2005, de 10 de octubre, sobre protección de los animales utilizados 
para experimentación y otros fines científicos). El Comité de Ética en Experimentación 
Animal del Hospital General Universitario Gregorio Marañón aprobó todos los 
procedimientos descritos. Se utilizaron 3 ratones BALB/c (H-2d) hembras de un peso 
medio de ensayo de 20 g.  
 Para la calibración del dispositivo de imagen y obtención del límite de detección 




Fig. 22 Diluciones 1/3 del dendriplex 
técnica (hasta 5 µM).  En el experimento con ratones se utilizaron las 
 
 Durante la calibración del aparato, se rea
agarosa para confirmar la formación del complejo. En las 6 diluciones, el ODN TAR
quedó retenido en el pocillo.
 
 Todos los ratones se anestesiaron con una mezcla de Xilacina (20 mg/mL, 
CALIER) y Ketamina (50 mg/mL, P
150 µL de Xilacina, 800 µL de Ketam
mezcla por cada gramo de ratón.
inyectando un volumen total de 250 µL
ratón control (V): Solo se inyectó el vehículo (250 µL PBS)
Dendriplex NN16/TAR a una concentración de NN16 de  43,5 µM (ratio 2/1)
dosis baja (DB): Dendriplex NN16
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 3.12. ESTUDIO GENÉTICO POR MICROARRAYS DE LOS DENDRÍMEROS 
CARBOSILANO ANIÓNICOS 
 
Para el estudio de los genes desregulados en presencia de los DEC- 2G-S16 y 2G-
C16, se diseñó un experimento por duplicado sobre monocapas de HEC-1A en 
dispositivos de transwell (apartado 3.10.1.). Sobre la parte apical se dispensaron los 
DEC- a una concentración de 5 µM y durante 1 h. Como control se recogieron células 
sometidas a las mismas condiciones, excepto que no fueron expuestas al DEC-. 
Transcurrido el tiempo se recogieron las células utilizando tripsina 0.25 %/EDTA 0.02 % 
(Biochrom AG, Alemania) y el pellet seco se procesó para extracción de ARN utilizando el 
kit High Pure RNA Purification kit (Roche). El ARN obtenido fue cuantificado mediante el 
espectrofotómetro Nanodrop (Thermo Fisher Scientific Inc.) y su integridad analizada 
mediante electroforesis en chip utilizando el Bioanalizador 2100 (Agilent). De cada 
muestra se amplificaron 800 ng de ARN total utilizando el kit Amino Allyl MessageAmpTM 
II aRNA amplification kit (Ambion) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se 
marcaron 7 µg de cada ARN amplificado con Cy5 y Cy3 por separado y posteriormente 
se purificaron siguiendo las instrucciones del fabricante. El marcaje fue cuantificado con 
el Nanodrop. Se tomaron 150 pmol de Cy3 o de Cy5 de cada sonda para las 
hibridaciones. Se realizó la comparación de las células tratadas con los dendrímeros 2G-
S16 o 2G-C16 frente a las mismas células sin dendrímero. Se hicieron dos réplicas 
biológicas de cada muestra y todas las hibridaciones se hicieron por duplicado 
cambiando el fluorocromo (Dye-swap). Es decir, la muestra control marcada con Cy5 fue 
hibridada en un array con la muestra 2G-S16 marcada con Cy3 y en otro con la muestra 
2G-C16 marcada con Cy3, mientras que la muestra control marcada con Cy3 fue 
hibridada en un array con la muestra 2G-S16 marcada con Cy5 y en otro con la muestra 
2G-C16 marcada con Cy5. La hibridación fue realizada durante 17 h en horno de 
hibridación giratorio (10 r.p.m.) utilizando microarrays Whole Human Genome 
Microarray kit, Gene Expression Hybridization kit y Gene Expression Wash Buffer kit 
siguiendo las instrucciones del fabricante Agilent. Los arrays fueron escaneados 
utilizando un escáner Axon4000B (Molecular Devices) y los datos extraídos mediante el 
software GenePix v4.0 (Molecular Devices). El fondo o background fue extraído por 
Normexp, los arrays individuales normalizados por loess y posteriormente por cuantiles. 
Se calculó un p-valor mediante la aplicación LiMMa utilizando el paquete bioconductor 
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en el entorno R. Un p-valor menor a 0,05 fue considerado como estadísticamente 
significativo. Para la filtración y visualización de los resultados se utilizó la aplicación 
Fiesta (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/FIESTA). Para seleccionar los genes cuya 
expresión cambiaba como consecuencia de la exposición a alguno de los dendrímeros se 
utilizaron los siguientes filtros: p-valor <0,05, logaritmo de la intensidad de señal >8 y 
ratio >2 ó <-2. Se utilizó la base de datos Ingenuity Pathways Analysis (IPA) 
(http://www.ingenuity.com) para estudiar las funciones asociadas a los genes 
seleccionados.   
 
 
 3.13. ENSAYO IN VIVO DEL DEC- 2G-S16 EN CONEJOS HEMBRA BLANCOS 
DE NUEVA ZELANDA 
 
Este estudio se realizó cumpliendo los requisitos de la norma ISO 10993: 
Evaluación biológica de dispositivos médicos, Parte 2 (2006): Requisitos para el 
bienestar animal, parte 10 (2002) y parte 10/A1 (2006): Ensayo de irritación e 
hipersensibilidad. Se llevó a cabo por la compañía Biomatech (Chasse-sur-Rhone, 
Francia) la cual está certificada por la norma europea ISO 17025. 
 
Doce conejos hembra de la raza blanco de Nueva Zelanda, nulíparas y no 
preñadas fueron utilizadas para determinar el potencial efecto irritable de dos 
formulaciones de DEC- 2G-S16 tras su aplicación vaginal. El primer día antes de la 
administración, los conejos fueron pesados y designados en cuatro grupos: tres conejos 
tratados con una dosis baja de 2G-S16 (2G-S16-DB; diluido 100 veces en PBS: 1 µM <> 
3.7 µg/mL <> 0.04  %), tres con una dosis alta (2G-S16-DA; diluido 10 veces en PBS: 10 
µM <> 37 µg/mL <> 0.4  %), tres tratados con PBS (Vehículo) y tres tratados con una 
solución de NaCl 0.9 % (control negativo). Los animales recibieron vaginalmente 1 mL de 
2G-S16, PBS o NaCl. La administración se realizó con la inserción de una cánula de PVC 
unida a una jeringa, introducida en la cavidad vaginal. El tratamiento se llevó a cabo 
diariamente durante cinco días consecutivos la primera semana. No fue aplicado ningún 
tratamiento durante dos días. El procedimiento inicial se repitió de nuevo durante otros 
cuatro días. Antes y 24 h después de la aplicación se examinó la apariencia de la 
abertura vaginal y el perineo para posibles signos de secreción vaginal, edema o  
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eritema. 24 h después de la última aplicación, los conejos se sacrificaron con una dosis 
letal de barbitúrico (Dolethal®, 2 mL/Kg). La vagina fue diseccionada, abierta 
longitudinalmente y examinada para signos de irritación, lesiones en la mucosa o 
necrosis. Las muestras de tejido se sumergieron en un tampón neutro de formalina al 10 
% antes del examen histológico. Se realizaron tres cortes transversales de los bloques de 
parafina para evaluar la región cervical, central y caudal de cada vagina. Las muestras se 
deshidrataron en soluciones de alcohol de distintas concentraciones, eliminado con 
xileno y sumergido en parafina. Las muestras se cortaron entre 5 y 7 µm usando un 
micrótomo (Microm®, Francia) y teñidas con una coloración de hematoxicilina y eosina 
siguiendo el protocolo estándar de trabajo I-HIS-055. Las secciones fueron examinadas 
















 Los resultados se han dividido en dos secciones. En la primera sección se 
estudian los DEC+ formando complejos con ODN anti-VIH con el objetivo de su 
utilización en terapia génica  y en la segunda sección se estudian los DEC- para su 
utilización como nanomoléculas anti-VIH per se. La síntesis y propiedades fisicoquímicas 
de los dendrímeros de estructura carbosilano utilizados en el desarrollo de esta 
Memoria están previamente publicadas [181-183]. La caracterización de los complejos o 
dendriplexes DEC+/ODN se detalla a continuación en estudios electroforéticos y 
espectrofluorimétricos, para posteriormente evaluar su potencial en terapia génica 
frente al VIH. 
 
 I. DENDRÍMEROS DE ESTRUCTURA CARBOSILANO CATIÓNICOS  
 
 4.1. FORMACIÓN DEL DENDRIPLEX DEC+/ÁCIDOS NUCLEICOS 
 
 La electroforesis en gel de agarosa se utilizó para estudiar el dendriplex formado 
tras la interacción electroestática entre los DEC+ (N8, N16, NN8 y NN16) y ácidos 
nucleicos de cadena corta (ODN fluoresceinados: PPT, TAR, GEM91 y SREV).  Se observó 
que el ODN migraba hacia el ánodo debido a su carga neta negativa. Sin embargo, 
cuando se formó el dendriplex con un exceso de DEC+, se observó una ausencia de 
migración del ODN. La integridad de los DEC+ en el complejo formado se evaluó en 
diferentes condiciones debido a la capacidad de hidrólisis del enlace Si-O. Se realizaron 
ensayos para determinar si la retención del ODN en los geles de agarosa y por tanto la 
formación de complejos entre los DEC+ y el ODN, se debían a la estructura dendrimérica 
totalmente conservada o por el contrario, eran los grupos funcionales terminales 
desprendidos del esqueleto dendrimérico los responsables de la retención del ODN. Se 
estableció una concentración de 1 µM para los ODN fluoresceinados y un ratio de 2/1 de 
DEC+/ODN (dendriplex) para la realización de la mayoría de los experimentos. Se 
compararon las mezclas de dendrímeros-ODN, monómeros-ODN y ODN (Figs. 23 y 24). 
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Fig. 23 Los DEC+ forman complejo con los 
PPT por el dendrímero N8 y N16 a ratio 2/1. 
carbosilano (HOCH2CH2NMe3+I-) y 
NN16. *Marcador en escalera de ADN de 100 pb
 Se observó que el 
indirecto de que se había producido la
(Fig. 23). 
 
Fig. 24 Los DEC+ pueden invertir la migración del ODN. 
ratios de carga. El monómero representa el grupo funcional sin la estructura carbosilano (
obtuvo el mismo resultado para los DEC+ N16, NN8 y NN16. 
El resultado de estos
necesaria la estructura carbosilano, siendo incapaz el monómero 
del ODN a pesar de su carga positiva
 
 
ODN (dendriplexes DEC+/ODN). Retención de la migración del ODN 
El monómero representa el grupo funcional sin la estructura 
también se utilizó a ratio 2/1. Se obtuvo el mismo resultado para los DEC+ NN8 y 
. 
ODN en el dendriplex no migraba hacia el ánodo, indicio 
 formación del complejo entre el DEC+ y el 
El dendrímero N8 formó complejo con el PPT a distintos 
HOCH2CH2NMe
*Marcador en escalera de ADN de 100 pb. 
 ensayos mostró que para retener la migración del ODN era 
de retener la migración 






  Los DEC+ fueron capaces de retener la migración de otros ácidos nucleic
utilizados en terapia génica como siRNA y plásmidos, independientemente de su tamaño 
y composición. Dependiendo del ratio +/
se invirtió hacia el cátodo al aumentar el número de moléculas de DEC+ en el de
(Figs. 25 y 26). 
Fig. 25 Los DEC+ forman complejo con los 
por el dendrímero NN8 y NN16 a diferentes rat
 
Fig. 26 Los DEC+ forman complejo con plásmidos
Luc (1 µg) por el dendrímero N8 a diferentes ratios. 
*Marcador en escalera de ADN de 5000 pb.
 
- utilizado, la migración de los ácidos nucleicos 
 
siRNA (dendriplex). Retención de la migración del siRNA p24
ios. Se obtuvo el mismo resultado para los DEC+ N8 y N16.
 
 (dendriplex). Retención de la migración del plásmido NF











 4.2. ESTABILIDAD DE L
 
 Con el objetivo de evaluar la vida media de estos dendriplexes para su uso en 
experimentos de transfección, se 
conocer la estabilidad en agua de los de
liberación a lo largo del tiempo del ODN por parte de los distintos DEC+ a pH fisiológico 
(7,35-7,45) para poder utilizarlos en
fármacos (Fig. 27).  
 
Fig. 27 Estabilidad del dendriplex en 
(C) 24 h, después de la formación del complejo a ratio 2/1. Se utilizaron 
obtuvo el mismo resultado para el D
 
 Se determinó mediante 
del ODN cuando éste migró al polo positivo del gel. Los dendriplexes mostraron una 
liberación gradual del ODN durante las 
 
OS DEC+ EN SOLUCIÓN ACUOSA 
llevaron a cabo diversos estudios electroforéticos 
ndriplexes formados tras 24 h. Se determinó la 
 la liberación controlada de ácidos nucleicos o 
disolución acuosa. Estudio de los dendriplexes tras: (A)
CC en la realización del experimento. 
EC+NN16. *Marcador en escalera de ADN de 100 pb. 
cuantificación digital, la intensidad a lo largo
primeras 24 h.  
para 
 
 20 min, (B) 6 h y 
Se 
 del tiempo 
  Este resultado se confirmó mediante el seguimiento de la descomposición de los 
DEC+ en D2O por espectroscopia de RMN
del DEC+ N8 durante las primeras 12
Fig. 28 Seguimiento por espectros
azules muestran la aparición de señales correspondie
 
Inicialmente se observ
definidas (tiempo 0). Para el fragmento externo 
multipletes a 3.94 y 3.40 ppm asignados
Los grupos metilo unidos directamente a nitrógeno se localiza
ancho a 3.06 ppm. A lo largo del tiempo se observó la aparición de 
correspondientes al producto de hidrólisis [DOCH
(tiempo de 1 h). Para este derivado se observaron
3.85 y 3.30 ppm y un singlete estrecho a 2.98 ppm 
protones de los grupos -
disolución del DEC+ N8 en D
al producto de hidrólisis DOCH
-1H. En la figura 28 se muestra la 
 h.  
copia de RMN-1H de la degradación del DEC+ N8 en D
ntes al producto de hidrólisis DOCH2CH2NMe3+I
ó que las señales correspondientes al DEC+ N8 eran 
-OCH2CH2NMe3
+I- se observ
 a los grupos -CH2O- y -CH2N- respectivamente. 
ron como un singlete 
2CH2NMe3
+I-] en el espectro de RMN
 dos multipletes más estructurados a 
a las 5 h que corresponden a los 
CH2O-, -CH2N- y -NMe3
+ respectivamente. A las 12 h 
2O se detectaron únicamente las señales correspondientes 
2CH2NM3













parte de los DEC+ que estuvieran más tiempo en disolución acuosa
RMN-1H para los DEC+ N8, N16 y NN16 mostraron resultado
 
 4.3. ESTABILIDAD DE 
 
 Se realizaron estudios de estabilidad del dendriplex a diferentes pHs para 
observar cómo afectaban los cambios de pH al complejo, dado que existen distintas 
localizaciones anatómicas, tisulares o celulares en las cuales el pH se acidifica o 
alcaliniza. Ejemplos son el ambiente ácido del estómago, el básico de las secreciones 
pancreáticas al intestino 
celular, donde se cambia de un pH fisiológico (7,35
determinó el rango de pH donde el dendriplex mantenía su conformación inicial. Se 
formó el dendriplex DEC+ 
soluciones con pH desde 2.8 hasta pH 8 (Fig. 
Fig. 29 Estabilidad del dendriplex a distintos pHs. 
acuosas a distinto pH. El dendriplex se mantuv
la migración de PPT a pH 7.4. Se obtuvo el mismo resultado para el DEC+ NN16. 
100 pb. 
 
 El dendriplex DEC+ 
se observa una liberación parcial del 
. Los espectros de 
 idéntico. 
LOS DEC+ EN FUNCION DEL pH 
delgado o el compartimento endosoma-lisosoma a nivel 
-7,45) a un pH ácido (4-
NN8/ODN PPT y se añadieron volúmenes en exceso de 
29). 
Estudio del dendriplex NN8/PPT a ratio 2/1 en soluciones 
o 20 min en cada solución bajo condiciones de cultivo
*Marcador en escalera de ADN de 
NN8/ODN PPT se mostró alterado a pH < 5.7. En 
ODN PPT a pH ácido a los 20 min. 
4.5).  Se 
 
. ¤ Representa 
la figura 29 
  4.4. PROTECCIÓN DE L
DEGRADACIÓN POR LAS 
 
 Los ODN utilizados en esta Memoria son de naturaleza fosforotioato y por esta 
razón una solución con ADNa
min y 1 h a 37 ºC con ADNa
30). 
Fig. 30 Integridad de los ODN de naturaleza fosforotioato
1 h de incubación a 37 °C debido a la naturaleza fosforotioato del GEM91
 
 Con el objetivo de analizar si los DEC+ protegen de la degradación de
se utilizó un dendriplex formado por DEC+/siRNA y se enfrentó a 
Fig. 31 Los DEC+ protegen a los 
dendriplex se incubaron en presencia de
degradado completamente y debido al
ánodo del siRNA no unido al NN16.
OS DEC+ A LOS ÁCIDOS NUCLEICOS FRENTE A L
NUCLEASAS 
sa I no afectó a la integridad del ODN, tras incubarse 30 
sa I antes de realizar la electroforesis en gel de agarosa (Fig.
 




siRNA frente a la degradación por ARNasa A. El siRNA antiGAG de 21 pb
 ARNasa A durante 30 min. El siRNA en presencia de ARNasa A





 la ARNasa, 
(Fig. 31) 
 y el 
 fue 
 la migración al 
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 En la figura 31 se observa
utilizó un ratio de carga 1/1 
no unido al DEC+ NN16. 
NN16 y la degradación del siRNA por
 
 4.5. INTERACCIÓN DE DENDR
PLASMÁTICAS 
 4.5.1. Estabilidad del dendriplex en presencia de albúmina
 
 La unión a proteínas plasmáticas es uno de los obstáculos con los que se 
enfrentan las terapias con 
ODN haciendo necesaria una mayor dosis para poder ejercer el efecto biológico 
deseado. En este apartado se evaluó la influencia de la presencia de proteínas en el 
medio sobre la estabilidad
proteínas del plasma. 
 En primer lugar, s
catiónicos N8, N16, NN8 y NN16 
diferencia en la retención de la migración del ODN 
Fig. 32 Retención de la migración del ODN 
carga. Estudio de los cuatro dendrímeros a ratios 2, 4 y 8
GEM91. 
 la degradación del siRNA en presencia de ARNasa A
del dendriplex que permitió la migración de parte del siRNA 
Este experimento mostró la protección del siRNA por 
 ARNasa A. 
ÍMERO Y DENDRIPLEX CON PROTEÍNAS 
 
ODN [164]. Dicha unión disminuye la biodisponibilidad del 
 del dendriplex y la protección al ODN para impedir l
e realizó un estudio de los dendriplexes con los dendrímeros 
a diferentes ratios, para estudiar si existía alguna 
GEM91 (Fig. 32).  
GEM91 por los DEC+ N8, NN8, N16 y NN16 a distintos ratios de 
 de cargas positivas frente a las cargas 
. Se 
DEC+ 
a unión a 
 
negativas del ODN 
  En todos los casos el ODN 
liberación del ODN a tiempo cero
 
 El siguiente paso fue evaluar la interacción entre dendriplexe
albúmina (Fig. 33). 
Fig. 33 Los DEC+ protegen al ODN TAR de la unión a BSA. (A)
N8, NN8, N16, NN16 y el ODN TAR a ratio 2/1. Se añadió BSA al 10
(B) Las mismas soluciones utilizadas en la figura (A) se mantuvieron 24 h en
electroforesis. (C) y (D) corresponden a los geles (A) y (B) tras la tinción con azul Paragón.
 
 En las figuras 33A y 33B se 
observó disociación de ninguno de los dendriplexes en presencia de BSA tras 20 min de 
interacción (Fig. 33A) ni después de 24
retrasó la migración de la albúmina al ánodo. Para con
se tiñeron los geles con azul 
similar en todos los casos 
 
 Por último, se realizó un gel con los 
dendriplexes con los dendrímeros NN8 y NN16 para asegurar que la longitud del ODN no 
fue retenido a los tres ratios evaluados, sin observarse 
 (Fig. 32).  
s (DEC+/TAR) y 
 Estudio de los complejos formados entre los DEC+
 % a tiempo cero y 20 min después se cargó el gel. 
 CC antes de llevar a cabo la 
 
muestra la interacción del ODN con BSA. 
 h (Fig. 33B). Ninguno de los 4 
firmar la presencia de albúmina, 
Paragón y se observó que la migración de la proteína 
(Fig. 33C-D). 









influía en el comportamiento de
mismo ratio de cargas (Fig.
Fig. 34 Los DEC+ protegen a ODN
entre los DEC+ y los ODN TAR, GEM91
ratio 2/1 y se añadió BSA al 10 
utilizadas en la figura (A) se mantuvieron 24 h en 
a los geles (A) y (B) tras la tinción con azul 
 
 En la figura 34A se 
manera similar independientemente del DEC+ y del
muestra que antes de 24 
migración del ODN, uniéndose este último a la albúmina 
ODN al ánodo. 
 
 4.5.2. Estabilidad del dendriplex en medio de cultivo completo
 
 La liberación de los ODN por los DEC+ se produce de forma gradual durante las 
primeras 24 h (apartado 4.2
formando complejo con el DEC+ se llevaron a cabo en CC
(apartado 3.4.2.1.), por lo que se realizó un ensayo del comportamiento del dendriplex 
en las mismas condiciones
 
 los dendriplexes, siempre y cuando se mantuviera
 34). 
 de distinto tamaño de la unión a BSA. (A) Estudio de los complejos formados 
 y SREV de 16, 25 y 28 pb respectivamente. Los dendriplexes se formaron a 
% a tiempo cero. 20 min después se cargó el gel. (B) Las mismas soluciones 
CC antes de llevar a cabo la electroforesis. (C) y (D)
Paragón, respectivamente. 
muestra que los dendriplexes a ratio 2/1 se comporta
 ODN utilizado. En la figura 34
h se producía la degradación del dendrímero que permit
e impidiendo la migración del 
.). Los experimentos de transfección para internalizar el ODN 
, en presencia de 









 Fig. 35 Estabilidad del dendriplex en medio de cultivo completo y condiciones de cultivo
dendriplex DEC+NN8/ODN TAR a distintos ratios de carga a los 40
corresponden a las mismas soluciones utilizadas en la figu
la electroforesis. *Marcador en escalera de ADN de 100 pb
 Se observó una clara migración
evidenciarse una interacción clara con las proteínas del 
liberado del dendriplex a las 17 h migró al mismo nivel que el ODN
que la concentración de BSA
anteriores donde se conocía exactamente el porcentaje de 
correspondiente a 40 min, se 
retener por completo al ODN
ODN TAR, siendo liberado casi en su totalidad por el 
resultados muestran claramente
complejo con todas las moléculas de
 
 4.5.3. Estabilidad del 
 
 Para un estudio más detallado
y los ODN, se realizó un ensayo de electroforesis con el dendriplex 
a ratio 2/1 en las condiciones que se 
 
 min de formarse el complejo.
ra (A) mantenidas 4 h y 17 h en CC antes de ll
. 
 en todos los carriles de ODN TAR al ánodo, sin 
STF (Fig. 35A)
 TAR libre
 en el medio de cultivo era inferior a lo estudiado en geles 
BSA en disolución. En el gel 
observó que solamente la relación 2/1 fue capaz de 
 TAR. Tras 4 h (Fig. 35B) no se observó la migración del 
DEC+ NN8 a las 17 h
 que se necesita un exceso de carga para formar 
l ODN TAR. 
dendriplex en presencia de un detergente aniónico
 sobre la interacción electrostática entre los DEC+ 
DEC+ 
exponen en la figura 36. 
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. (A) Estudio del 
 (B) y (C) 
evar a cabo 
. El ODN TAR 
, indicando 





Fig. 36 Rotura del dendriplex en presencia de 
NN8/ODN TAR a ratio 2/1 en presencia de distintas concentraciones de SDS y BSA.
con azul Paragón. Las bandas azules a mitad del gel son debidas a complejos de azul Paragón con el azul de 
bromofenol del tampón de carga. MC
 La figura 36A muestra
detergente aniónico (SDS)
migrar hacia el ánodo. La figura 36
la señal está relacionada con la concent
dendriplex se comportó igual
MCC. Esto confirmó que la 
interacciones electrostáticas.
 
 4.5.4. Estabilidad del dendriplex en presencia de suero humano AB
 
 Se evaluó la posible 
humano AB. Se expuso el ODN TAR a distintas concentraciones de suero AB 
Fig. 37 Interacción del ODN TAR con 
interacción del ODN TAR con distintas concentraciones de suero AB.
Paragón. *Marcador en escalera de ADN de 100 pb.
un detergente aniónico. (A) Estudio del dendriplex DEC+ 
 (B) El mismo gel tras la tinción 
C: Medio de cultivo completo. *Marcador en escalera de ADN de 100 pb
 la pérdida de interacción DEC+/ODN cuando un 
 está presente en la disolución, permitiendo al ODN TAR 
B muestra la presencia de proteína cuya intensidad de 
ración utilizada en cada punto del ensayo. El 
 frente a un 10 % de BSA que frente a un 10
unión entre el DEC+ y el ODN se debía en gran medida 
 
interacción del ODN TAR con las proteínas del suero 
las proteínas del suero humano AB (Suero AB). (A) 









Estudio de la 
  Se observó una señal degradada 
concentración de suero AB (Fig. 37A)
unión del ODN a las proteínas del suero 
y el suero AB se estudió con 
presencia de diferentes concentraciones de
Fig. 38 Interacción entre el dendriplex y el suero humano AB. (A)
ratio 2/1 en presencia de distintas concentrac
se mantuvo en CC24 h antes de llevar a cabo la electroforesis. 
Paragón para evidenciar la presencia de las proteínas. *
 En el gel de la figura 38
suero AB sobre el dendriplex 
migración del ODN PPT, pero 
aparición de una señal tenue de liberación del ODN PTT
cantidad del ODN se libera
concentración de proteínas
observa la liberación del ODN 
las 24 h. El incremento de la concentración de suero AB mostró
la interacción ODN PPT-suero AB. Se
misma altura en todas las 
presencia del DEC+ NN8, que no consiguió rete
pocillo. Por tanto, existe una protección d
proteínas del suero AB en las primeras 4 h, observándose una interacción del ODN PPT 
liberado del dendriplex con las 
 
más intensa a medida que disminuía la 
. Con este experimento se muestra
AB. El comportamiento del complejo DEC+/ODN 
el dendriplex DEC+ NN8/ODN PPT a distintos
 proteínas del suero AB (Fig. 38
 Estudio del dendriplex DEC+ 
iones de suero AB tras 4 h en condiciones de cultivo
(C) y (D) representan el mismo gel teñido con azul 
Marcador en escalera de ADN de 100 pb.  
A se observa el efecto de la presencia de las proteínas del 
DEC+ NN8/ODN PPT a ratio 2/1. El DEC+ 
al aumentar la concentración de suero AB 
. Este dato confirmó que 
ba del dendriplex a las 4 h y que un incremento de la 
 del suero AB favorecía dicho efecto. En la figura 38
PPT e interacción de éste con las proteínas del suero
 claramente 
 observó que las proteínas del suero 
condiciones del experimento, independientemente de la 
ner las proteínas del suero 
el DEC+ NN8 al ODN PPT 
proteínas del suero AB a las 24 h.  
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 que existe 
 tiempos en 
). 
 
NN8/ODN PPT a 
. (B) El dendriplex 
NN8 retuvo la 
se observó la 
cierta 
B se 
 AB a 
el efecto de 
AB corrían a la 
AB en el 
de la unión a 
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 4.6. ESTUDIOS DE ESP
 
 Los estudios de fuerzas de unión existentes entre DEC+, 
en el Departamento de Biofísica de la U
 4.6.1. Estudio de la interacción entre los 
 4.6.1.1. Dendriplex 
 Se estimó la interacción entre los 
la polarización de fluorescencia de la fluoresceína unida al extremo 5’ de los 
cuando se enfrentaron a concentraciones crecientes de 
Fig. 39 Cambios en la polarización de fluorescencia de los 
concentración de DEC+ La línea de puntos 
fluorescencia del ODN en ausencia de dendrímero. Los datos están representados en dos escalas en el eje de 
abscisas, de 0-2 µM y de 2-14 µM. [ODN] = 0,1 µM
Tabla 3. Interacción entre los DEC+ y los 
(A) Número de DEC+ por molécula de ODN.
ODN con la concentración de DEC+
polarización de fluorescencia de los 
ECTROFLUORIMETRÍA 
ODN y BSA
niversidad de Lodz (Polonia) [185-187]
DEC+ y ODN  
DEC+/ODN 
DEC+ y los ODN monitorizando los cambios en 
DEC+ (Fig. 39 y tabla 3
ODN GEM91 y SREV al incrementar la 
indica el 100 % de polarización y corresponde a la polarización de 
.  
ODN GEM91 y SREV. 
 (B) Cambios en la polarización de fluorescencia ( % 
 al ratio molar  DEC+/ODN del apartado (A). P = 100 %
ODN en ausencia de dendrímero. 






P vs control) de los 
 corresponde a la 
  Las interacciones depend
observaron dos procesos de unión: primero, la unión específica entre ODN y DEC+ 
(interacción fuerte del 
(DEC+/ODN) fue de (2-7)/1; segundo, micelación (interacción débil o
dendriplex con moléculas de 
micelación fue característica del DEC+ N8, mientras que los otros DEC+ mostraron una 
unión específica. Esto se confirmó con los experimentos de DEC+ 
4.6.5.). En la tabla 3A se observa que todos los DEC+ a excepción del DEC+ N8 se 
pudieron estudiar por la técnica de polarización de fluorescencia y que el número de 
moléculas de DEC+ para el ODN SREV fue superior que para el ODN GEM91 (28b 
respectivamente). Además, en la tabla 3B se observó la mayor interacción de SREV al 
formar el dendriplex con los DEC+ N8, N16 y NN8
fue el que mayor valor de polarización mostró.
 
 4.6.1.2. Interacción DEC+/ADN
 Para evaluar la interacción de 
desplazamiento del BE intercalado en el ADN
nucleicos su λmax se desplaza al azul y se produce un aumento de la intensidad de 
fluorescencia. En la figura 40 se observa el
ausencia o presencia del DEC+ NN
Fig. 40 Interacción de los DEC+ con el ADN
del BE puro (6), BE/ADNTT (1) y BE/ADN
0,2; 0,6; 3 y 4 μM no se encuentra representado. El recuadro 
fluorescencia del BE/ADNTT con la concentración de
u.r. <> unidades relativas.  
ían del tipo de ODN y del tipo de DEC+ utilizado. Se 
DEC+ con las regiones del ODN) cuando el ratio molar 
 agregación) del 
DEC+ cuando el ratio molar fue superior a 7/1
vs ANS 
 y el dendriplex DEC+ NN16/ODN SREV 
 
TT 
los DEC+ con el ADN se realizó un
. Cuando el BE interacciona con los ácidos 
 espectro de emisión de fluorescencia en 
16. 
TT. El espectro de emisión de fluorescencia representa la fluorescencia 
TT más DEC+ NN16 a 0,4 μM (2), 1 μM (3), 2 μM (4) y 5 μM (5). El espectro a 
Δλ muestra la dependencia de la emis
 DEC+ NN16 (▲). El círculo representa la  λmax para el BE puro. 
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 (Fig. 39). La 
(apartado 
y 25b 
 análisis del 
 
ión máxima de 
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 El DEC+ NN16 no afectó a la forma o intensidad del espectro de BE incluso a las 
concentraciones más altas, 
adición de DEC+ NN16 al complejo BE/ADN
fluorescencia del BE, reflejando una competencia del 
La λmax de BE puro fue de 618 nm y al unirse a ADN
En el recuadro Δλ se detalló el desplazamiento al rojo que se produjo al aumentar la 
concentración de DEC+ NN16, desde 
Se obtuvieron resultados 
para el DEC+ N8 (Fig. 41). 
Fig. 41 Desplazamiento del BE unido al ADN
relativa (Frel) como se indica en el 
diferente.  
 Estos resultados mostraron como los DEC+ se un
de los sitios de unión. Las constantes de asociación de los DEC+ N16, NN8 y NN16 s
calcularon usando estas mismas aproximaciones 
Tabla 4. Constantes de asociación de los DEC+ con ADN
Se utilizaron los resultados de la figura 41
apartado 3.4.3.1.2. 
excluyendo el efecto de la interacción BE/DEC+
TT disminuyó la intensidad de la emisión de 
DEC+ NN16 por la unión al ADN
TT, λmax se desplazó al azul (604 nm). 
λmax = 604 nm hasta λmax = 618 nm ([NN16] = 5 µ
similares cuando se analizaron los DEC+ NN8 y N16 pero no 
TT debido a la presencia de los DEC+. Se midió la fluorescencia 
apartado 3.4.3.1.2. El DEC+ N8 fue el único de los DEC+ que presentó un patrón 
ían al ADNTT y desplaza
(Tabla 4). 
TT. 
 para obtener los valores de las constantes, tal y como se describe en 








  La interacción del DEC+ N8 fue tan débil que no se pudo estimar las constantes 
de asociación utilizando el BE. Los datos de la tabla 
asociación mayores para los DEC+ con 16 grupos terminales, siendo 
DEC+ NN16 que para el DEC+
 
 4.6.2. Estudio de la interacción de BSA y 
 
 La figura 42 muestra l
GEM91 y SREV cuando se enfrentaron a concentraciones crecientes de BSA.
Fig. 42 Cambios en la polarización de fluorescencia de los 
concentración de BSA. La línea de puntos indica el 100
fluorescencia del ODN en ausencia de BSA. [ODN] = 0,1 µM 
 
 Estos resultados confirmaron los 
electroforesis donde se evidenció la interacción ODN
 
 4.6.3. Estudio de la interacción de DEC+ y BSA 
 La monitorización de los cambios intrínsecos en la fluores
permite el seguimiento de las alteraciones en la estructura de la proteína en presencia 
de DEC+ [186]. La BSA tiene dos residuos de triptófano
parte baja del hueco hidrofóbico del subdominio IIA (Trp




os cambios en la polarización de fluorescencia de los 
ODN GEM91 Y SREV al incrementar la 
 % de polarización y corresponde a la polarización de 
 
resultados obtenidos por 
-BSA (apartado 4.5.1.)
 
cencia de la 
, uno se encuentra situado en la 
213) y el otro en la zona 
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superficial de la molécula en el subdominio 
un ejemplo de las medidas
Fig. 43 Curvas de extinción de fluorescencia del BSA y BSA
λem = 350 nm. u.r. <> unidades relativas. λex = 295
 
 Se observó que los DEC+ no afecta
triptófano interno y externo de la proteína, ni a la polarización de fluorescencia 
Por lo tanto, los DEC+ no afecta
proteína en el rango de concentraciones estudiado. Por el contrario, los 
extinguieron la fluorescencia de 
BSA. Estos datos indicaro
ocurren preferentemente en la superficie de la proteína.
 
 Se utilizaron agentes de extinción conocidos para estudiar el efecto de los DEC+ 
en la interacción BSA-Extintor. Para ello, se utilizó acrilamida (extintor polar neutro 
puede penetrar en el interior de la proteína por difusión debido a fluctuaciones en la 
conformación de los polipéptidos), CsCl y KI (extintores iónicos que suprimen la 
fluorescencia del Trp mediante un efecto por iones pesados que requiere la colisión 
entre iones Cs+ o I-, respectivamente, y la excitación del anillo indol).  Los extintores 
iónicos no penetraron en la matriz de la proteína, por lo que la extinción de la 
fluorescencia se debía principalmente al residuo de triptófano superficial 
IB (Trp134) [193]. En la figura 43 s
 de interacción realizadas con el DEC+ NN8 con BSA y BSA
-AF. [BSA] = 5 µM, [BSA-AF] = 20 µM. λex = 295
 nm y λem = 350 nm. u.r. <> unidades relativas. 
ron a la extinción de la fluorescencia del 
ron de forma significativa a la conformación natural de la 
Alexa Fluor 488, el fluoróforo unido a la superficie de la 












 Fig. 44 Curvas de extinción de fluorescencia del BSA, 
presencia de dendrímero. [BSA] = 5 µM, [DEC+] = 100 µM. 
 
 En la figura 44A se observa
la acrilamida en presencia o ausencia de los DEC+. Las curvas de extinción 
lineales y los valores máximos de extinción se produjeron en ausencia de DEC+. 
DEC+ N8 y N16 presentaron un patrón similar a la extinción sin 
mientras que los DEC+ NN
44B muestra el efecto de KI en la fluorescencia de BSA, distinguiéndose dos secciones: 
una inicial cuasilineal (0-0.025 M) y otra lineal (0.025
naturaleza de la extinción de la fluorescencia estática (adherencia del extintor) y 
dinámica (colisión). Se observó un proceso similar de la extinción de fluorescencia con 
CsCl que con KI, siendo este efecto más intenso debido a que desaparece el efecto de 
extinción de la fluorescencia por los Cs+ en presencia de los DEC+ NN8 y NN16
Las constantes de extinción 
Tabla 5. Constantes de extinción de fluorescencia del BSA por acrilamida en presencia de los DEC+. 
debido a (A) Acrilamida (B) KI (C) 
λex = 295nm y λem = 350nm. u.r. <> unidades relativas. 
 la extinción de la fluorescencia del BSA por efecto de 
DEC+ 
8 y NN16 disminuyeron el efecto de la acrilamida. 
-0.15 M), lo que evidenció una 
obtenidas de las figura 44A se representan en la tabla 
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en el medio, 
La figura 






 4.6.4. Estudio de la interacción DEC+/ODN + BSA
 Una vez formados los dendriplexes, se añadieron alícuotas de los mismos a 
soluciones de BSA y se monitorizaron 
los ODN (Tabla 6A). 
Tabla 6. Interacción dendriplexes
(A) Cambios en la polarización de
10/7/1. P = 100 % corresponde a la polarización de fluorescencia del dendriplex en ausencia de BSA. (B) Cambios 
en la polarización de fluorescencia de los complejos BSA/ODN frente a la adición de DEC+ a ratio molar 
DEC+/BSA/ODN de 7/10/1. P = 100
ausencia de DEC+. (A), (B): [ODN] = 0,1 µM
 En presencia de BSA, la polarización de la fluorescencia de los dendriplexes 
N8/GEM91 o SREV y DEC+ 
los dendriplexes DEC+ NN8
significativamente. Los resultados
los primeros dendriplexes interaccionando fuertemente con el ODN y el DEC+. Por el 
contrario, la BSA no afect
interacción entre la BSA 
BSA/ODN y añadiendo concentraciones crecientes de 
polarización de la fluorescencia del ODN (Tabla 6
polarización de la fluorescencia del ODN. Este efecto fu
DEC+/ODN en ausencia de BSA, estudiado 
comparación con los valores d
GEM91 interaccionaba más con los DEC+ que 
entre DEC+ y BSA por la unión al ODN, reflejándose en una alteración del complejo 
BSA/ODN en presencia de DEC+ (forma
 y BSA/ODN + DEC+
los cambios en la polarización de fluorescencia de
 DEC+/ODN + BSA y BSA/ODN + DEC+. 
 los dendriplexes (DEC+/ODN) al añadir BSA a ratio molar BSA/DEC+/ODN de 
 % corresponde a la polarización de fluorescencia del complejo BSA/ODN en 
 
N16/GEM91 o SREV disminuyó de 100 % a 75 %
/GEM91 o SREV y DEC+ NN16/GEM91 o SREV
 indicaron que la BSA alteró las micelas formadas por 
ó a los dendriplexes formados por los DEC+ NN8 y NN16.
y los dendriplexes también se estudió formando complejo
DEC+. Se monitorizó la 
B). La adición de DEC+ aumentó
e similar a la interacción 
en el apartado 4.6.1.1. En este caso, en 
e la tabla 3, se observó que a igual ratio molar, 
el ODN SREV. Se produjo una competencia 





, mientras que 






  4.6.5. Estudio de la interacción de DEC+ y ANS
 Se evaluó la interacción de los DEC+ usando la fluorescencia extrínseca de ANS 
para detectar los cambios conformacionales asociados. Los cambios observados 
dependieron de la concentrac
Fig. 45 Análisis de Scatchard-Klotz de DEC+ NN8 
ANS de la concentración del DEC+
concentración constante del DEC+
unidades relativas.  
 Se observó un incremento no lineal
a una meseta a concentraciones altas de
Scatchard-Klotz fue prácticamente
incremento notable en la intensidad de fluorescencia y un desplazamiento al azul 
(blueshift), que se correspond
longitudes de onda (Tabla 
ANS con los DEC+. 
Tabla 7. Parámetros de unión DEC+/ANS.
Constantes de unión (Kb),  número de centros de unión (n), ratio molar aproximado de DEC+/ANS y desplazamiento 
del máximo de fluorescencia emitida por ANS en la interacción DEC+/ANS. 
 
ión y estructura del DEC+ (Fig.45 y Tabla 7).  
vs ANS. (A) Dependencia de la intensidad de fluorescencia de 
 NN8, [ANS]= 5 µM. (B) Dependencia de la intensidad de fluorescencia de ANS a 
 NN8 = 10 µM. (C) Gráfica de Scatchard-Klotz, λex=370nm y λem=480nm. u.r. <> 
 de la intensidad de fluorescencia hasta llegar 
l DEC+ NN8 y ANS (Fig. 45A y B)
 lineal (Fig. 45C). Al añadir el DEC+ se observó
ía con un desplazamiento de la emisión máxi





. La curva de 
 un 




 4.7. ESTUDIOS DE VIA
CATIÓNICOS 
 
 La biocompatibilidad de l
para discriminar las molé
celulares y optimizar el uso de las mismas en diferentes aplicaciones de la 
nanomedicina, como por ejemplo la terapia gé
 
 Se estudió el rango de biocompatibilidad de los 
por ensayo de MTT, analizando 
debido a la presencia de los DEC+, fijando la dosis máxima de DEC+ que se p
en condiciones fisiológicas (Fig. 46
Fig. 46 Ensayo de MTT. Se evaluó la actividad mitocondrial de 
el transfectante comercial Superfect® en CMSP 
viabilidad se expresa como porcentaje frente a la viabilidad de las células sin tratar
 El límite de toxicidad
mostró mayor toxicidad. El 
 
 Se estudió la toxicidad de los DEC+ N8, NN16 y NN8 
ensayo de incorporación de azul tripán
cuando se trataron las CMSP con
dendriplexes. El PAMAM G4 
agregados a las concentraciones 
BILIDAD CELULAR DE LOS DENDRÍMEROS 
os DEC+ se evaluó mediante diversas técnicas utilizad
culas potencialmente peligrosas para su uso en cultivos 
nica.  
DEC+ N8, N16 y 
la reducción de la actividad mitocondrial de las CMSP 
). 
las CMSP en presencia de los DEC+ 
a concentraciones entre 1 y 100 µM tras 48 h de tratamiento. La 
.  
 
 para los DEC+ N16 y NN8 fue de 5 µM, pero
control Superfect® mostró gran toxicidad a 1 µM 
vs dendriplexes por un 
. Se observó un ligero aumento de la
 los DEC+ en comparación con el tratamiento con
y el Superfect® mostraron una toxicidad alta y presencia de 
utilizadas (Fig. 47). 
as 
NN8 en CMSP 
odría utilizar 
 
N8, N16 y NN8 y 




 Fig. 47 Ensayo de Azul tripán. (A)
DEC+N8/ODN TAR, DEC+N16/ODN TAR y DEC+NN8/ODN TAR, 
72 h de tratamiento. La toxicidad 
control. [DEC+], [G4] y [SF] a 5, 100 y 1 µM, respectivamente. 
(B1) RPMI, (B2) dendriplex DEC+ 
experimento por triplicado.  
 Estos resultados se confirmaron
(FW) y complejidad (SD) de las CMSP y se realizó un marcaje de apoptosis/necrosis 
(Anexina-V-PE/7-AAD) para discriminar 
debido a la presencia de los DEC+ 
Fig. 48 Ensayo de Apoptosis/Necrosis por citometría de flujo. (A)
muertas (M) por citometría de flujo tras
(Complejidad) vs FW (Tamaño) se representa en Y 
(marcaje de Anexina-V-PE y 7AAD) para los DEC+, 
[G4] y [SF] a 5, 100 y 1 µM, respectivamente.
 Toxicidad celular de los DEC+ N8, N16 y NN16, de los 
PAMAM G4 y Superfect® en cultivos de 
se expresa como porcentaje de células azules frente a las células viables
(B) Campos representativos de las células tratadas con 
N8/ODN TAR y (B3) SF. Los datos representan la media ± SEM de un 
 por citometría de flujo. Se evaluaron
las células vivas de las apoptóticas o necróticas
N8, N16 y NN8 (Fig. 48). 
 
 y (B) representan las CMSP vivas (V) y 
 72h en contacto con los DEC+ y PAMAM G4, respectivamente
vs X. (C) Porcentajes de las regiones vivas y apoptosis/necrosis 












 Cualquier nanomolécula se puede comportar como un estímulo 
una determinada línea celular. 
posible capacidad mitogénica en CMSP
observó que ninguno de lo
Fig. 49 Ensayo de mitogenicidad. Se evaluó la capacidad mitogénica de los DEC+ 
días mediante la captación de timidina tritiada incorporada por minuto (CPM). PHA a 2 µg/mL. 
 Se sintetizó un dendrímero 
condiciones del DEC+ NN8 pero que duplicaba el número de cargas por molécula
(NN16), disminuyendo de esta forma el nú
formar complejo con los ODN
del DEC+ NN16 en CMSP por ensayo de MTT (Fig
Fig. 50 Viabilidad de las CMSP con DEC+ NN8 y DEC+ NN16 en CMSP
µM), Lp (lipofectin® utilizado según las instrucciones del fabricante); SF (
actividad mitocondrial de las CMSP. La viabilidad se expresa como porcentaje frente a la viabilidad del control. 
Viabilidad aceptable superior al 80
realizados por triplicado. 
  
Se analizaron los DEC+ N8, N16 y NN8 para
. Se utilizó PHA como control de prolifera
s DEC+ tenía capacidad mitogénica (Fig. 49).  
 
N8, N16 y NN16 
 
nuevo de estructura carbosilano que reunía las 
mero de moléculas de DEC+ necesarias para 
. En primer lugar se estudió la viabilidad del DEC+ NN8 y 
. 50). 
 
. Dx (Dextrano, 5 µM), AZT (Zidovudina, 1 
Superfect®) a 1 µM. DMSO al 15
 %. Los datos representan la media ± SD de tres experimentos independientes
mitogénico en 
 descartar su 
ción y se 
a 5 µM durante 5 
 
 % inhibe la 
 
  Se observó que el DEC+ NN8 y el DEC+ NN16 no eran tóxicos hasta una 
concentración de 5 µM en CMSP tras 18 h y 36 h de tratamiento. Como control de 
toxicidad se utilizó el DMSO y de no toxicidad el dextrano y AZT a 1 µM. Estos
mostraron claramente la biocompatibilidad del nuevo DEC+ NN16
la reducción de la actividad mitocondrial que se produce en presencia de los 
transfectantes Lipofectin®
 
 También se estudió la 
de toxicidad basado en la liberación de LDH (Fig. 51
Fig. 51 Citotoxicidad del NN16 en CMSP.
(Superfect® a 1 µM). Tx-100 (Tritón
citotoxicidad se expresa como porcentaje de LDH libre frente a la viabilidad del control. 
partir del 10 %. Los datos representan la media ± SD de 
 
 Los DEC+ NN8 y NN16 mostraron toxicidad a partir de 5 µM, utilizando el ensayo 
de liberación de LDH, tras la incubación de las CMSP durante 1 h y 18 h. 
fueron similares a los o
biocompatibilidad hasta 5 µM. 
AZT y el dextrano no fueron tóxicos
tiempos estudiados.  
 Con el objetivo de 
proliferación en CMSP cuantificando la cantidad de 
este ensayo se mostró que el DEC+ NN16 no indu
concentraciones de 1 a 5 µM tras 4 días de tratamiento (Fig
 
. Además, 
 y Superfect® a concentración de 1 µM (Fig. 50). 
viabilidad del DEC+ NN8 y DEC+ NN16 utilizando el ensayo 
). 
 
 Dx (Dextrano, 5 µM), AZT (Zidovudina, 1 µM), Lp (Lipofectin
 x-100) al 0,2 % produce un 100 % de LDH libre en el sobrenadante de CMSP. La 
Citotoxicidad positiva a 
tres experimentos independientes realizados por triplicado
Estos resultados 
btenidos por el ensayo de MTT. Así, se 
Como está descrito, a estas concentraciones y tiempos
. El Superfect® fue tóxico a las concentraciones y 
estudiar si el DEC+ era mitogénico, se realizó un ensayo de 
BrdU incorporada en las CMSP. En 











Fig. 52 Ensayo de linfoproliferación.
cuantificación de BrdU incorporada en las CMSP se llevó a cabo tras 4 días de tratam
proliferación representan la BrdU incorporada con respecto al control (
media ± SD de tres experimentos independientes
 
 Finalmente se realizó 
observó al microscopio óptico el estado de los hematíes en presencia del 
se evaluó la liberación de hemoglobina al
Fig. 53 Ensayo de hemólisis. Viabilidad ce
Tx-100 (Tritón x-100) al 0.2 %
sobrenadante). Los porcentajes de citotoxicidad representan la hemoglobina liberada con respecto al control (no 
tratadas) y corresponden a la media ± SD de tres experimentos independientes
 
 No se obtuvo toxicidad con el DEC+ NN16 a la concentración de 5 µM y l
células tratadas presentaron buena distribución, al igual que 
observándose hemaglutinación 
 Se utilizó PHA a 2 µg/mL como control positivo de proliferación de CMSP. La 
iento. Los porcentajes de 
células no tratadas) y 
 realizados por triplicado.  
un ensayo de hemaglutinación y hemólisis, donde se 
 sobrenadante de cultivo (Fig. 53)
lular de los hematíes tras 1 h en contacto con el DEC+ 
 como control positivo de citotoxicidad (100 % de hemoglobina libre en 
 realizados por triplicado
las células no tratadas, no 
a ninguna de las concentraciones utilizadas
 
corresponden a la 
DEC+ NN16 y 
 
 





 El objetivo final fue
se realizaron curvas dosis/respuesta 
presencia de distintas concentraciones del 
y líneas celulares (SupT1, 
por el VIH (Fig. 54). 
 
Fig. 54 Viabilidad del DEC+ NN16 por MTT.
CMSP) y  líneas celulares (SupT1, U87, SN




 Se observó que el DEC+ NN16 no era tóxico en los cultivos primarios y en las 
líneas celulares tras 24 h de tratamiento 
empezaba a ser tóxico a la concentración de 10 µM (
 
 
 Se analizó la citotoxicidad del DEC+ NN16 utilizando el ensayo de liberación de 
LDH (Fig. 55). Los resultados mostraron que el DEC+ NN16 no fue tóxico hasta la 
concentración de 5 µM 
tratamiento y se seleccionó la dosis de 
 
 utilizar el DEC+ NN16 como agente transfectante, por lo cual 
para evaluar la actividad mitocondrial por MTT 
DEC+ en cultivos primarios (CMSPs, 
U87, SK-N-MC, K-562 y JEG-3) susceptibles de ser infectadas 
 Se evaluó la viabilidad celular a las 24 h en cultivos primarios
-N-MC y JEG-3). Los valores corresponden a tres experimentos 
(media ± SEM). 
hasta una concentración de
Fig. 54).  
en distintas líneas celulares y cultivos tras 3 h y 5 h de 
5 µM como dosis biocompatible. 
143 
en 
CD y MΦ) 
 
 (CD y 
 5 µM y que 
144 
 
Fig. 55 Citotoxicidad del NN16 por LDH.
celulares y (B) cultivos primarios. El límite de un 10




 4.8. ESTUDIOS DE TRANSFECCIÓN
 
 La eficiente inhibición de la replicación viral depende de la eficacia de 
transfección del material nucleico utilizado. Se evaluó la capacidad de los 
antisentido para atravesar las membranas plasmática y nuclear de las CMSP y se 
comparó con la entrada de los 
 
 4.8.1 Internalización del ODN en CMSP
 
 Los ODN son moléculas 
membranas hidrofóbicas de las células 
utilizados en esta Memoria mostraron una 
plasmática y nuclear de las CMSP, por lo que se estudi
ODN fluoresceinado entre CMSP activadas y no activadas. Además, debido a que la 
utilización de la terapia génica se está desarrollando tanto en adultos como 
incluyeron en el estudio CMSP de cordón umbilical
 Se evaluó la viabilidad celular entre 3 h y 5 h de distintas 
 % de citotoxicidad se estableció como el máximo aceptable 
realizados por triplicado 
 
ODN formando complejo con los DEC+.  
 
aniónicas que no atraviesan de forma eficiente las 
[194]. A diferencia de lo publicado, los 
alta capacidad para atravesar l








en niños, se 
  El proceso de atravesar la membrana plasmática y nuclear de los ODN 
tiempo/dependiente (Fig. 56)
a las 24 h en el núcleo, como se muestra más adelante en el análisis celular
patrón de fluorescencia fue difuso
interior celular) sin formación de agregados
fluorescencia) y el porcentaje de células con ODN
superior al 80 % (Fig. 56C)
Fig. 56 Internalización tiempo-
evaluados mostraron el mismo patrón de entrada. En este ejemp
(verde) y el marcaje de membrana 
 
 
 La captación de ODN en CMSP se incrementa en presencia de mitógenos 
Por esta razón, se estudió la internalización del ODN
umbilical en ausencia y presencia de PHA
del ODN TAR en ambos tipos celulares a los tiempos estudiados
se utilizaron CMSP de cordón umbilical
replicación del VIH. 
. Tras 4 h, el ODN-FITC se localizó en el citoplasma celular
 (fluorescencia no focalizada en puntos concretos del 
 (puntos intensos y aislados de 
-FITC tras 24 h fue en algunos casos 
. 
dependiente de los ODN en CMSP de adulto. Los ODN GEM91, SREV, TAR 
lo, se representa el ODN TAR 
con anti-CD45-Texas Red (rojo). [ODN] = 1 µM.  
 en CMSP de adulto y 
 y no se encontraron diferencias en la entrada 
 (Fig. 57). 




 (Fig. 58). El 
 
marcado en FITC 
[195]. 
cordón 
Por esta razón 
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Fig. 57 Estudio de la internalización del ODN 
(A) Representación de la entrada de
Porcentaje de ODN TAR internalizado en CMSP a distintos tiempos. Estimuladas 48
PHA y 50 UI/mL de IL-2. Los resultados se expresan como la media ± SD de 3 d
anti-CD45-Texas Red (rojo).  
 El análisis de una célula aislada mediante microscopía confocal mostró la 
localización nuclear tras 24 h
plano medio de una célula seleccionada tras analizar la fluorescencia presente a lo largo 
de una línea que lo atravesaba 
Fig. 58 Representación de una CMSP tratada con ODN GEM
representación en histogramas de las emisiones de fluorescencia a lo largo de la misma.
se selecciona un área alrededor del núcleo y se representan en histogramas las emisiones de flu
los cortes dentro de esa área. 24
membrana marcada con DAPI (azul). 
TAR en CMSP de adultos y neonatos por microscopía confocal. 
l ODN TAR en CMSP de cordón umbilical no estimuladas. [O
 h en presencia de 2 µg/mL de 
onantes. Marcaje de membrana con 
, la cual se confirmó al realizar un corte en el eje XY en el 
(Fig. 58).  
91. (A) línea en un corte en el plano medio XY y 
 (B) Sobre varios cortes en Z 
orescencia e
 h post-tratamiento. Membrana marcada con anti-CD45-Texas Red
 
 
DN] = 1 µM. (B) 
 
n todos 
 (rojo) y 
  La fluorescencia del ODN fluoresceinado colocaliza
núcleo marcado con DAPI (Fig. 58A). 
una región de interés (ROI
en el eje Z, se observó cómo el verde colocalizó con el azul, estando presente 
citoplasma hasta llegar a la membrana
independientemente de la longitud del ODN
 
 4.8.2 Internalización del ODN en m
 
 Se estudió la entrada 
diferencias significativas relativas a
entrada en monocitos fue superior en todos los casos, como era de esperar debido a su 
mayor capacidad de endocitosis
de captación de ODN en todos los tiempos analizados. No se encontraron diferencias 
entre la entrada en linfocitos de 
condiciones analizadas, lo que 
microscopía confocal (Fig. 57
Fig. 59 Estudio de la internalización del ODN en CMSP de neonatos
Porcentaje de entrada de ODN TAR en linfocitos (CD4) y monocitos (CD14) no 
por marcaje inmunomagnético. (B) 
estimulados. Estimuladas 48 h en presencia de 2 µg/mL de P
expresan como la media ± SD de 3 donantes. *: p< 0.05 
 
ba con la fluorescencia del 
Cuando se realizó un análisis similar pero tomando 
) dibujada alrededor del núcleo a lo largo de varias secciones 
 (Fig. 58B). Los resultados fueron los mismos 
 estudiado (desde 15 a 28 bases).
onocitos 
de los ODN en monocitos. En la figura 59 se muestran
 la entrada del ODN TAR en linfocitos y monocitos. La 
. Las CMSP activadas presentaron una mayor capacidad 
sangre de cordón o de adulto en ninguna de las 
está en concordancia con los resultados 
B).  
 y adultos por citometría de flujo. 
estimulados recuperados de las CMSP 
Porcentaje de entrada de ODN TAR en linfocitos (CD4) y monocitos (CD14) 











 Posteriormente se estudió la entrada de los ODN 
microscopía confocal. Se obtuvieron 
dependiendo de la población estudi
Fig. 60 Patrones de distribución intracelular del ODN 
representativa de las encontradas en
lineal de la intensidad de fluorescencia. Linfocitos (DC): Patrón difuso y citoplasmático de
(DCN): Patrón difuso, citoplasmático y nuclear de
ODN TAR. Monocitos (AC): Patrón agregado y citoplasmático de
marcados en rojo con anti-CD45 Texas Red y
post-tratamiento. 
 El patrón citoplasmático y difuso se encontró 
aproximadamente el 65 %
adultos o neonatos. Este patrón también se observó en los monocitos y se encontró 
alrededor de un 40 %
citoplasmáticos muy característico, de aproximadamente 2 µm de longitud 
Monocitos-AC). Los monocitos no presentaron una distribución nuclear del ODN en 
ninguna de las condiciones estudiadas.
 
 4.8.3. Internalización del dendriplex en linfocitos, monocitos y células 
dendríticas 
 
 Todos los dendriplexes estudiados mostraron un patrón similar al del ODN
fluoresceinado sin DEC+, es decir, difuso, nuclear y citoplasmático 
linfocitos T CD4+ (Fig. 61).
en linfocitos y monocitos
los patrones de distribución 
ada (Fig. 60). 
TAR en CMSP. Se muestra una célula de cada patrón 
 linfocitos T CD4+ y monocitos de neonatos y adultos, seguida de un análisis 
l ODN
l ODN TAR. Monocitos (DC): Patrón difuso y citopl
l ODN TAR.  [TAR] = 1 µM. Linfocitos 
 anti-CD14-PE respectivamente. Núcleo marcado en azul con DAPI.
tras 24 h de tratamiento en 
 de los linfocitos, independientemente de si procedían de 
 de células que presentaron un patrón de agregados 
 





 TAR. Linfocitos 
asmático del 
y monocitos 
 24 h 
(Fig. 60. 
 
 % de 
 Fig. 61 Internalización del ODN 
no tratadas. (B) PPT. (C) Dendriplex N8/PPT
con anti-CD45-Texas Red (rojo). 
programa del microscopio confocal
 Se observó un patrón similar con los cuatro DEC+ estudiados pero en 
experimentos, los dendriplexes
consiguieron resultados superiores de ODN internalizado en comparación con el ODN 
solo (más cantidad de ODN por célula)
 Para mostrar que efectivamente se trataba de un patrón d
citoplasmático y nuclear, se realizaron histogramas de una sola célula en un plano medio 
en XY para mostrar un patrón de fluorescencia citoplásmico y nuclear. Se muestra un 
ejemplo representativo de un análisis realizado sobre u
tratamiento con el dendriplex 
DEC+ NN16 (Fig. 62). 
Fig. 62 Representación de un linfocito T
corte en el plano medio XY y representación en histogramas de las emisiones de fluorescencia a lo largo de la misma. 
24 h post-tratamiento. Verde (PPT), rojo (membrana, anti
PPT solo y formando dendriplex en linfocitos T CD4+. (A) 
. (D) Dendriplex NN8/PPT. 24h post-tratamiento. Membrana marcada 
Se cuantificó las unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF) medidas con el 
. 
 DEC+ NN8/ODN PPT y DEC+ NN16/ODN 
, aunque sin significación estadística
e fluorescencia 
n linfocito T CD4+
DEC+ NN8/ODN PPT. Se obtuvo el mismo patrón con el 
 CD4+ tratado con el dendriplex DEC+ NN8/ODN 
-CD45-Texas Red) y azul (núcleo, DAPI).
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Control de células 
algunos 
PPT 
 (Fig. 61D). 
 tras 24 h de 
 




 El patrón de entrada en agregados que se observó en el tratamiento de 
monocitos CD14+ con el 
dendriplex DEC+ N8/ODN PPT
Fig. 63 Monocitos CD14+ transfectados con dendriplex 
Proyección de cortes en Z del mismo campo. 24
azul (núcleo, DAPI). 
 También se estudió la entrada del ODN 
NN16/ODN GEM91 en CDi
ambos cultivos tras 2 h de tratamiento
embargo, el ODN SREV se internalizó en poca cantidad
dendriplex DEC+/ODN para mejorar la entrada de material nucleico en 
Fig. 64 Células dendríticas inmaduras y maduras transfectadas con 
dendríticas inmaduras tratadas con dendriplex 
maduras tratadas con dendriplex DEC+ 
ODN (Fig. 60) se repitió en los ensayos de entrada con 
 (Fig. 63). 
DEC+ N8/ ODN PPT. (A) Corte en el plano medio XY. 
 h post-tratamiento. Verde (PPT), rojo (membrana, anti
GEM91 y del dendriplex 
 y CDm y se observó una eficacia alta de transfección en 
 con el dendriplex DEC+ NN16/ODN 
, confirmando la ventaja
CD 
DEC+ NN16/ODN GEM91
DEC+ NN16/ODN GEM91 y ODN GEM91. (CDm) 










. (CDi) Células 
Células dendríticas 
  Los resultados obtenidos tras el estudio de internalización de los dendriplexes 
confirmaron que la presencia de 
ODN en el interior celular. 
 
 4.9. ESTUDIOS DE INH
 
 Debido a la capacidad de transfección mostrada por el 
los diferentes dendriplexes formados 
la replicación del VIH en cultivos primarios o líneas celulares T. El ratio empleado en los 
ensayos de inhibición fue 2/1 (NN16/ODN)
 
 4.9.1 Estudio del efecto de
 Se infectaron las células
trataron con los dendriplexes DEC+ NN16/ODN, los 
(Fig. 65). 
Fig. 65 Inhibición de la replicación 
ODN antisentido solos y formando complejo con el DEC+ NN16 en MT
producción de antígeno p24 en el medio de cultivo 
2 µM. Los resultados representan la media ±  SEM de dos experimentos independientes realizados por triplicado. *
< 0.05 vs PBS. 
los DEC+ no interfería con la distribución natural de los 
 
IBICIÓN DE LA REPLICACIÓN DEL VIH 
DEC+ NN16
con los ODN antisentido TAR, GEM y SREV inhibían 
. 
 dendriplexes en MT-2 infectadas
 MT-2 con VIH-1NL4-3 a 0.05 MOI (apartado 
ODN o el DEC+NN16 durante 24 h 
del VIH en presencia del dendriplex NN16/ODN en MT
-2 infectadas con VIHNL4.3
por ELISA a las 24h de tratamiento. [ODN] = 0,5 µM; [NN16] = 1
151 
, se estudió si 
 por VIH 
3.9.3.) y se 
 
-2. Efecto de los 





 La concentración de los 
inhibitorio no específico, pero la presencia de los mismos 
el DEC+ NN16 mostró un 
VIH (Fig. 65). La inhibición obtenida tras el tratamiento con el dendriplex DEC+ 
NN16/ODN TAR-SREV llegó a ser de un 60
tratadas con PBS.  
 La inhibición de la replicación 
confirmó al evaluar en paralelo a 1
LDH donde los dendriplexes no resultaron tóxicos en 
66). El efecto inhibidor de la replicación viral observado en la figura 65 fue
mecanismo del ODN antisentido
Fig. 66 Citotoxicidad del dendriplex NN16/ODN en MT
MT-2 infectadas con VIHNL4.3 y tratadas con los dendriplexes DEC+ NN16/ 
24h tras el tratamiento. [ODN] = 0,5 µM; [NN16] = 1
experimentos independientes realizados por triplicado.
  
 4.9.2 Estudio del efecto de los dendriplexes 
 Un estudio similar al realizado con la línea celular MT
de CMSP estimuladas con PHA (
capacidad del dendriplex, DEC+ NN16 
ODN TAR, GEM91 y SREV a 0,5 µM evidenció un efecto 
ODN formando complejo con 
incremento significativo en la inhibición de la replicación del 
 % con respecto al control de
del VIH producida por los dendriplexes se 
 h y 24 h la toxicidad por un ensayo de liberación de 
el sobrenadante del cultivo (Fig. 
 
-2. Ensayo de liberación de LDH en el sobrenadante de las
ODN TAR, GEM91 o SREV r
-2 µM. Los resultados representan la media ± 
 
en CMSP infectadas
-2 se llevó a cabo en cultivo 
apartado 3.9.3.). En este estudio también se evaluó la 
per se de inhibir la replicación del VIH (Fig.
 células MT-2 
 debido al 
 
 
ecogido a 1h y 
SEM de dos 
 por VIH 
 67). 
 Fig. 67 Inhibición de la replicación viral en presencia del dendriplex NN16/ODN en CMSP. 
antisentido TAR y GEM91 y formando complej
cantidad de antígeno p24 en el sobrenadante del cultivo por ELISA a las 24 h de tratamiento. [ODN] = 0,5 µM; 
[NN16] = 1-2 µM. Los resultados representan la media ±  SEM de dos experimento
triplicado. *: p < 0.05 vs PBS. 
 Se obtuvo un 60 %
CMSP infectadas con VIHNL4.3
DEC+ NN16 mostró un comportamiento similar a la molécula de dextrano
resultados son consistentes con el efecto protector de los DEC+ sobre el ODN en su 
unión a las proteínas del suero y 
Se comprobó al igual que en 
eran tóxicos tras un ensayo de liberación de LDH
Fig. 68 Citotoxicidad del dendriplex NN16/ODN en CMSP. 
cultivo de las CMSP infectadas con VIH
Los resultados representan la media ±  SEM de dos experimentos independientes
o con el DEC+ NN16 en CMSP infectadas con VIHNL4.3
s independientes realizados por 
 de inhibición de la replicación viral tras el tratamiento de las 
 con el dendriplex DEC+ NN16/ODN TAR-GEM91 (Fig. 67). El 
por lo tanto la obtención de un mejor efecto biológico. 
la línea celular MT-2, que los dendriplexes utilizados no 
, incluso a 24 h (Fig. 68). 
Ensayo de liberación de LDH en el sobrenadante 
NL4.3 recogido a 1 h y 24 h post-tratamiento. [ODN] = 0,5 µM; [NN16] = 1
 realizados por triplicado.
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Efecto de los ODN 









 El estudio de la biodistribución del material nucleico transfectado 
in vivo es un objetivo prioritario en terapia génica antisentido. El conocimiento de 
distribución y acumulación del dendriplex
podría ayudar al pronóstico de su eficacia de acción, no solo para el tratamiento del VIH, 
sino para otras enfermedades infecciosas o degenerativas 
estudio fue analizar la biodistribución 
cepa BALB/c (H-2d) de 8 semanas de edad
 El dendriplex DEC+ NN16/ODN TAR a ratio 2/1 (apartado 3.1
intravenosa a dos concentraciones, 
µM de DEC+ NN16. Los ratones BALB/c se sacrificaron 30 min tras la inyección y se 
analizaron los órganos extraídos por tomografía de fluorescencia molecular (
Fig. 69 Biodistribución del dendriplex NN16/TAR en los órganos del ratón. 
tratado a la dosis alta de NN16 (43,5 µM
 Se observó presencia del dendriplex 
(puntos dispersos bien definidos), en el hígado (un punto intenso en una zona concreta), 
en el bazo (puntos dispersos poco intensos que fueron confirmados tras disgregación 
manual del órgano) e intensamente en la vejiga 
dependiente de la concentración del dendriplex, por lo que el ratón tratado con la dosis 
alta de dendriplex se apreció mejor 
N DE DENDRIPLEXES 
 en los primeros minutos tras 
[196]. El objetivo de este 
del dendriplex en los órganos de
. 
1.) se administró vía 
un ratón a 43,5 µM de DEC+ NN16 y un ratón a 14,5 
Los órganos extraídos del ratón 
) durante 30 min se observaron en FMT (apartado 3.11.). 
DEC+ NN16/ODN TAR en los pulmones 
(Fig. 47). La intensidad de la señal fue 
en el dispositivo de FMT. 
en un modelo 
la 
una inyección 





 II. DENDRÍMEROS DE ESTRUCTURA CARBOSILANO ANIÓNICOS  
 
 En esta segunda parte se exponen los resultados más relevantes obtenidos con 
los DEC- para su posible aplicación en terapia anti-VIH.  
 
 4.11. VIABILIDAD CELULAR DE LOS DENDRÍMEROS ANIÓNICOS 
 
 Se estudió la biocompatibilidad y eficacia de las tres generaciones de los tres 
tipos de DEC- con núcleo de silicio y terminaciones carboxilato y sulfonato (1G-C8, 2G-
C16, 3G-C32, 1G-S8, 2G-S16 y 3G-S32) y con núcleo polifenólico (1G-O3S12, 2G-O3S24 y 
3G-O3S48). Los primeros ensayos de citotoxicidad se realizaron por incorporación de 
azul tripán en la línea celular HEC-1A, una línea epitelial de endometrio utilizada en 
ensayos in vitro debido a que forman una monocapa con uniones intercelulares 
estrechas o tight junctions muy representativa del epitelio endometrial. Esta monocapa 
de HEC-1A se utilizó como modelo de primera barrera de protección frente a la infección 
por el VIH en el proceso de transmisión viral.  
 
 En primer lugar se estudió el efecto tóxico del grupo funcional periférico en el 
cultivo de HEC-1A y se observó la morfología al microscopio óptico de las tres 
generaciones de los DEC- 1G-C8, 2G-C16, 3G-C32, 1G-S8, 2G-S16 y 3G-S32. Para ello se 
realizó una curva dosis/respuesta a distintas concentraciones de los DEC- en la línea 
celular HEC-1A y tras 24 h de tratamiento se cuantificó el número de células viables al 
microscopio óptico (Fig. 70). 
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Fig. 70 Ensayo de incorporación de azul tripán en 
h a las distintas concentraciones de
100 células por campo). *Tritón x-
 
 No se observaron 
ninguna de las concentraciones estudiadas
el DEC- con terminación carboxilato 3G
µM (Fig. 70).  
 Se estudió la citotoxicidad de los DEC
liberación de LDH en la línea celular MT
cultivos celulares de MT-2 y CMSP tratados con los DEC
una concentración de 50 µM
estos DEC- en cultivo de CMSP a 20 
en MT-2 (Fig. 71A). Además, l




la línea celular HEC-1A. Las células HEC-1A
 DEC- y se cuantificó el número de células azules al microscopio óptico (aprox. 
100 al 0.2 %.  
señales de agrupamiento celular ni cambio en la
, excepto para la concentración de 50 µM con 
-C32. Los DEC- fueron biocompatibles hasta 20 
- con núcleo polifenólico por
-2 y en CMSP. No se observó citotoxicidad en los 
- con núcleo polifenólico hasta 
 (Fig. 71A). Sin embargo se observó una mayor toxicidad de 
µM y 50 µM (Fig. 71B) en comparación con 
a tercera generación de estos DEC- con núcleo polifenólico 
enor de lo esperado (Fig. 71A-B). 
 
 se expusieron 24 
 morfología en 
 un ensayo de 
el cultivo 
 Fig. 71 Ensayo de liberación de 
evaluó la toxicidad 1 h después del tratamiento con DEC
(B) CMSP. *Tritón x-100 al 0.2 %
realizados por triplicado. 
Se seleccionó la concentración de 10 
cercana al límite de toxicidad y se realizaron 
72 se muestra la comparación de 
DEC- con núcleo de silicio con 
posteriormente se utilizarían
Fig. 72 Ensayos de viabilidad celular en 
carboxilatos y sulfonatos mediante 
utilizó una concentración de 10 µM para todos los reactivos
Suramin. *(A) DMSO 20 %; (B) Tritón x
independientes.  
LDH en MT-2 y CMSP tratadas con DEC- 1G-O3S12, 2G-O3S24 y 3G
- a concentraciones entre 1 µM y 50 µM
. Los datos representan la media ± SD de tres experimentos independien
µM para evitar utilizar una concentración 
nuevos estudios de toxicidad
la biocompatibilidad de las tres generaciones de 
otros reactivos aniónicos como el DxS y el suramin, 
 como controles de inhibición de la transmisión 
las HEC-1A. Se evaluó la toxicidad de las tres generaciones de los
(A) ensayo de MTT a las 24 h y (B) ensayo de liberación de LDH a 1 h y 24 h. 
. C (PBS); Dx (Dextrano), DxS (Dextrano Sulfato) y 




 en (A) MT-2 y en 
tes 
. En la figura 
los 
que 






 Las tres generaciones de los dos tipos de 
buenos niveles de biocompatibilidad 
tuvieron buena biocompatibilidad a la dosis de 10 
 Se seleccionó la segunda generación de los tres tipos de
silicio o núcleo polifenólico por haber presentado mejores resultados de solubilidad y 
toxicidad y se estudió su viabilidad en CMSP (F
biocompatibilidad de los 
núcleo o el grupo funcional terminal
Fig. 73 Ensayo de MTT en CMSP de DEC
evaluó la toxicidad mediante un ensayo MTT 
media ± SD de tres experimentos independientes realizados por tri
 Se realizaron nuevos estudios de viabilidad celular
generaciones de los DEC-
observó en ninguno de los cultivos 
fueron tóxicos a la concentración de 10 
DEC- incrementaban la prolifereración de las CMSP 
de la proliferación de las CMSP 
DEC- con núcleo de silicio mostraron 
en ambos ensayos. También el DxS y el suramin 
µM. 
 DEC- con núcleo de 
ig. 73). Se confirmó la adecuada
DEC- a la concentración de 10 µM, independientemente del 
. 
- con núcleo de silicio o núcleo polifenólico de segunda generación. 
24 h después del tratamiento con los DEC-. Los datos representan la 
plicado.  
 con las segundas 
 con núcleo de silicio en CMSP, eritrocitos, MΦ
celulares estudiados que los DEC- 2G
µM (Fig. 74A,B,C). También se estudió si estos 
y tampoco se observó 




 y CD y no se 
-S16 y 2G-C16 
un incremento 
D). 
 Fig. 74 Protocolo de biocompatibilidad de DEC
tratamiento. (B) Liberación de hemoglobina e
en células derivadas de monocitos tras 24 h de tratamiento. 
a 2 µg/mL. Los datos representan la media ± SD de tres experimentos 
 
 4.12. EFICACIA ANTI
 Los DEC- 2G-S16 y 2G
concentración de 10 µM. Para su posible uso como microbicida, se evaluó la capacidad 
de interaccionar con el VIH en el proceso de 
además de estudiar la intera
molécula de DEC- actuaría como una barrera física en la prevención de la transmisión 
del VIH a través de células endometriales y de su paso a la cavidad interna del útero.
 4.12.1. Inhibición de l
 La posibilidad de un uso preventivo
S16 y el DEC- 2G-C16 planteó la cuestión de
infección (pre-tratamiento) 
de un gel microbicida de uso tópico 
se pre-trataron las células 2 h, 1 h y 0,5 h antes de infectarlas con el 
-. (A) Ensayos de liberación de LDH y MTT en CMSP tras 24 h de 
n eritrocitos tratados 1 h. *Tritón x-100 al 0.2 %. (C)
(D) Ensayo linfoproliferativo analizado a los 4 días. PHA 
independientes realizados por triplicado.
-VIH DE LOS DEC- 2G-C16 Y 2G-S16 
-C16 habían demostrado no ser tóxicos ni mitogénicos a la 
infección de las células epiteliales HEC
cción directa DEC-/VIH. De producirse dicha interacción
a infección viral en células HEC-1A 
 frente a la infección por el VIH
 si los tiempos de tratamiento previos a la 
influirían en la eficacia anti-VIH, pensando en la aplicación 













Fig. 75 Pre-tratamiento con los
antígeno p24 cuantificado por ELISA 
HEC-1A fueron pre-tratadas con DEC
de la infección por VIHNL4.3. La infección se realizó con 
(Dextrano), DxS (Dextrano Sulfato) y Sur (Suramin) se utilizaron a 10µM. Los datos representan la media ± SD de 
tres experimentos independientes realizados por triplicado. *: 
experimentos).  
 
 Las figuras 75A y B mostr
las HEC-1A tras 24 h y 72 h 
1 h y 0,5 h antes de la infección por 
molécula de Dx, DxS y suramin. Los resultados se representaron frente a las células 
1A tratadas sólo con el vehículo utilizado. 
anti-VIH al utilizar un pre
DEC- 2G-S16 y 2G-C16 fue alrededor de un 30
min. Las moléculas de DxS
en del tiempo de pre-tratamiento. En cambio, la molé
efecto antiviral. En la figura 75
antígeno p24 medido en el 




 DEC- a distintos tiempos en las HEC-1A. (A) y (B) representan la cantidad de 
en el sobrenadante de HEC-1A recogido a las 24 h y 72 h, respectivamente. Las 
- 2G-C16 y DEC- 2G-S16 a una concentración de 10µM 2 h, 1 h
200ng VIHNL4.3/106 HEC-1A durante 3 h. V (Vehículo: PBS); Dx 
p< 0.05, ¤: p< 0.01 vs vehículo
aron los valores de antígeno p24 en el sobrenadante de 
de la infección por VIH-1NL4-3. Las HEC-1A se pre
VIH-1NL4-3 con los DEC- 2G-S16 y 2G
En la figura 75A se observó un 
-tratamiento más prolongado. El pre-tratamiento de 2 h 
 % más eficaz que el pre-tratamiento de 30 
 y suramin a la misma concentración tuvieron el mismo efecto 
cula de Dx no mostró 
B se observa como a las 72 h se igualó la cantidad
sobrenadante de las HEC-1A tratadas con los 
-tratamiento de 1 h con los DEC- para los siguientes 
 
 y 30 min antes 
 (PBS en todos los 
-trataron 2 h, 






DEC- 2G-S16 y 
  4.12.2. Inhibición de la internalización viral en células HEC
 
 Las células HEC-1A se pre
expusieron al VIH-1NL4-3 durante 3 h. Tras este tiempo, las células 
cuantificar las partículas virales en el interior celular (Fig. 76).
Fig. 76 Internalización del VIH en HEC
el VIHNL4.3 a 200ng/106 células. Las HEC
Sulfato) y Sur (Suramin) a 10µM 1 h antes de la infección. Los datos representan la media ± SD de tres experimentos 
independientes realizados por triplicado.
 
 Se observó que tras 3 h de infección 
detectada por cuantificación de antígeno p24
células pre-tratadas con los 
con el vehículo. Los controles de moléculas aniónicas
internalización viral en un 75
concordancia con los resultados anteriores de 
teoría de que el dendrímero polianiónico 




-trataron 1 h con los DEC- 2G-S16 y 2G
lavadas se lisaron para 
 
-1A. Cantidad de antígeno p24 en el interior celular tras 3 h en contacto con 
-1A fueron pre-tratadas con 2G-C16; 2G-S16; Dx (Dextrano), DxS (Dextrano 
 ¤p< 0.01 vs vehículo.  
por el VIH-1NL4-3, la cantidad de virus 
 fue un 55 % y un 70 % 
DEC- 2G-C16 y 2G-S16, respectivamente frente a 
, DxS y suramin, 
 % y un 90 %, respectivamente. Estos dato
inhibición de la infección
ejerce de barrera sobre las células
161 
ª 
-C16 y se 
 
menor en las 
las tratadas 
impidieron la 
s están en 
 y refuerza la 
 HEC-1A ante 
162 
 
 4.12.3. Inhibición de la infección viral en 
 
 Se realizó un ensayo de inhibición de la infección 
primario de CMSP previamente activadas 
Fig. 77 Inhibición de la infección 
1; 5 y 10µM 1 h antes de la infección por 
6 días y se cuantificó la producción de antígeno p24 por ELISA
representan la media ± SD de tres experimentos independientes 
 
 
 Tras el pre-tratamiento de 1 h antes de la infección de CMSP activadas con 
concentraciones desde 0,
disminución significativa en la producción 
2G-S16 produjo una disminución de antígeno p24
µM) y no se detectaron valores
DEC- 2G-C16 produjo una 




por el VIH 
(Fig. 77).  
por el VIH en CMSP. Las CMSP fueron pre-tratadas con 2G-C16 y 2G
el VIHNL4.3 a 50 ng/106 células durante 3 h. El sobrenadante se 
. *Células tratadas con el vehículo (PBS). Los datos 
realizados por triplicado. ¤p< 0.01 
1 µM a 10 µM de DEC- 2G-C16 y 2G-S16 se observó 
de antígeno p24 a los 6 días de cultivo. 
 significativa a la dosis más baja (
 de antígeno p24 a la dosis más alta (10 µM)
inhibición en la producción de antígeno p24 de
10 µM (Fig. 77). 
en un cultivo 
 
-S16 a 0,1; 
recogió a los 




 (Fig. 77). El 
 un 60 % a las 
  4.13. ACTIVIDAD PROFILÁCTICA Y TERAPÉUTICA DEL 
 El DEC- 2G-S16 tuvo
tratamiento de células HEC
estudió si el DEC- 2G-S16 
este objetivo las CMSP activadas se pre
antes de la infección con VIH
78A). Además, se llevo a cabo otro experimento en el que primero
CMSP previamente activadas
de la infección con VIHNL4.3
Fig. 78 Pre y post-tratamiento de CMSP con 
tratadas con 2G-S16 a 10µM 24 h 
previamente activadas fueron post
El sobrenadante de los cultivos se recogió a 
representan la media ± SD de tres experimentos in
 
 Se observó una mayor
tratamiento con el DEC- 2G
% de inhibición, siendo en ambos casos significativa
20 y suramin se obtuvieron resultados similares
infección viral (Fig. 78A). Cuando las CMSP fueron primero infectadas y posteriormente 
se trataron con el DEC- 2G
% de la replicación viral, independientemente del tratamiento tras 1 h y 24 h de la 
infección por VIH (Fig. 78B). En este caso se observó una inhibición
de más del 90 % con AZT y 
datos indican que el DEC- 
sino también en el ciclo de replicación 
 
DEC- 2G
 una mejor acción contra partículas virales en el pre
-1A que el DEC- 2G-C16 (apartado 4.12.), 
producía una inhibición de la replicación viral en CMSP.
-trataron con DEC- 2G-S16 (10 µM) 
NL4.3 y se recogió el sobrenadante del cultivo a 
 se infectaron
, se trataron con DEC- 2G-S16 (10 µM) 1 h y 24 h después 
 y se recogió el sobrenadante del cultivo a las 72 h (Fig
DEC- 2G-S16. (A) Las CMSP previamente activadas
 y 1 h antes de la infección por el VIHNL4.3 a 50 ng/106 células
-tratadas con DEC- 2G-S16 a 10µM 1 h y 24 h después de la infección por VIH
las 72 h. AZT, T-20 y Suramin (Sur) se utilizaron 
dependientes por triplicado. *p < 0.05; ¤p < 0.01 
 inhibición de la replicación viral (80 %) tras 1 h de pre
-S16 que a 24 h de pre-tratamiento, donde se observó un 60
. Como era de esperar, c
, inhibiendo en más de un 60
-S16 también se observó una inhibición significativa de un 50
 de la replicación viral 
mayor del 80 % cuando se trataron con T-20 o 
2G-S16 interviene no sólo en el proceso de entrada/infección




por lo que se 
 Con 
24 h y 1 h 





. (B) Las CMSP 
NL4.3. 
a 10µM. Los datos 
vs vehículo.  
-
 
on el AZT, T-






 4.14. INACTIVACIÓN DEL VIH Y VIS POR EL 
 
 Una vez comprobada la eficacia de DEC
internalización de las partículas virales, se procedió a 
inactivación de distintos aislados 
presencia del DEC- 2G-S16. 
presencia del DEC- 2G-S16
suspensión y se analizó la capacidad i
cultivos de CMSP activadas o 
Fig. 79 Inactivación viral por el 
en el fondo de las placas se trataron 1 h con concentraciones crecientes de
previamente activadas se añadieron a cada placa tratada y tras cuatro días de cultivo se cuantificó la cantidad de 
antígeno p24 por ELISA. (B) El aislado viral VIS
días se recogió sobrenadante y se cuantificaron las partículas virales mediante el ensayo de actividad 
galactosidasa en células P4-R5 MAGI. V (Vehículo
µM). Los datos representan la media ± SD de tres experimentos independientes realizados p
¤p < 0.01 vs vehículo. 
 Los resultados de 
CMSP tratadas con DEC- 2G
significativa de VIH-1NL4-3 
reducción fue del 60 %, siendo también signif
µM del DEC- 2G-S16 no 
utilizados, al igual que el grupo aniónico sulfonato sin la estructura carbosilano (VSS) a 
concentración de 10 µM (Fig
a 10 µM en VISmac239, con un 50
mostró la capacidad de inactivación viral 
DEC- 2G-S16 
- 2G-S16 en bloquear la 
estudiar si se producía una
virales, VIH-1NL4-3, VIH-1BaL y VIH-2CBL23
Se expusieron las partículas virales de VIH y VIS a la 
 durante 1 h, se lavó para retirar el DEC
nfectiva de las partículas de virus tratadas
de M8166. 
DEC- 2G-S16. (A) Los aislados virales VIH-1NL4-3, VIH-1BaL y VIH
l DEC- 2G-S16 (0,1; 1 y 10 µM). 
mac239 se procesó como en (A) y se añadieron las M8166. A los cuatro 
: PBS); T (Tritón-x100 al 1 %); VSS (Vinil sulfonato de sodio a 10 
or triplicado. 
cuantificación de antígeno p24 en el sobrenadante de 
-S16 a 10 µM tras 4 días de cultivo muestran una reducción 
y VIH-1BaL próxima al 100 %. En el ensayo con VIH
icativa (Fig. 79A). La concentración de 0,
mostró inactivación viral de ninguno de los aislados virales 
. 79A). En la figura 79B se observa el efecto de
 % menos de células M8166 infectadas. De esta forma 
del DEC- 2G-S16. 
infección e 
 
 y VISmac239 en 











l DEC- 2G-S16 
se 
  4.15. INHIBICIÓN DE LA 
 Una vez demostrada la actividad antiviral del compuesto DEC
que la mucosa vaginal sana no actúa como una barrera eficaz contra la infección por el 
VIH, se diseñaron diferentes experimentos para estudiar su posible uso como 
microbicida vaginal. La piel del interior de la vagina es vulnerable a la invasión del VIH 
través del epitelio escamoso del aparato genital 
capacidad del DEC- 2G-S16 
epitelio vaginal e inhibir la infección por el VIH de las células T CD4+, 
caso de que el virus atravesa
 4.15.1. Interacción 
 Se utilizaron células del epitelio vaginal (VK2/E6E7) y células del endometrio 
(HEC-1A), con el objetivo de evaluar 
largo del tiempo tras una única aplicación pre
Fig. 80 Interacción del DEC- 2G-
con DEC- 2G-S16 a diferentes concentraciones 1 h antes de la infección por
recogió a día 1, 3 y 6. Los datos representan la media ± SD de dos experimentos independientes realizados
triplicado. *p < 0.05; ¤p < 0.01 vs vehículo
 Se observó un efecto inhibidor significativo de la 
células epiteliales vaginales a partir de 
HEC-1A y de 1 µM en VK2/E6E7. 
VK2/E6E7 pre-tratadas con
células no mostraron signos de toxicidad 
actividad del DEC- 2G-S16 
células de endometrio. 
TRANSMISIÓN VIRAL POR EL DEC- 2G
- 2G
[197]. Por esta razón, s
de impedir el paso de las partículas virales a través del 
MΦ
ra la barrera epitelial. 
del DEC- 2G-S16 y el VIH en células vaginales
el efecto de la concentración del DEC
-infección por el VIH-1NL4-3 (Fig. 80
S16/VIH en células vaginales. (A) HEC-1A y (B) VK2/E6E7 fueron pre
 el VIHNL4.3. El sobrenadante 
.  
infección por el VIH
la concentración de 5 µM del DEC
No se detectó antígeno p24 en el sobrenadante de 
 DEC- 2G-S16 a la concentración de 5 y 10 µM
tras ser teñidas con azul tripán
en las células epiteliales vaginales fue más eficaz que 
165 
-S16 
-S16 y puesto 
a 
e estudió la 
 y CD, en el 
 




del cultivo se 
 por 
-1NL4-3 en las 
- 2G-S16 en 
. Además, las 




 4.15.2. Transmisión viral a través de una monocapa de HEC
 4.15.2.1. Formación de la monocapa
La polarización de las células epiteliales se realizó
permeables transwell y se caracterizó la monocapa de las células HEC
espectrofluorimetría y observación óptica 
los ensayos e imágenes más representativas del estudio. 
Fig. 81 Monocapa de HEC-1A. (A) 
FITC depositadas en la cámara superior
30 min después de la administración de 50 µg de d
ioduro de propidio. Amarillo: mezcla de Ioduro de Propidio y d
la cámara inferior tras 0.5, 1.5 y 5 h de
HEC-1A. (D) Fluorimetría realizada 
EGTA). (E) Tinción de plata de las 




(apartado 3.9.1.). En la figura 81
 
Dibujo representativo del dispositivo transwell con las moléculas de d
. (B) Foto tomada con el microscopio confocal en el plano X de la monocapa 
extrano-FITC en la cámara superior. Rojo: tinción del núcleo con 
extrano-FITC. (C) Fluorimetría del sobrenadante de 
 la adición de dextrano-FITC a la cámara superior del transwell
como se describe en (A) analizada a día 7 en distintas soluciones (PBS, HBSS y 




 se describen 
 
extrano-
 con células 
e estos ensayos 
 A partir del día 7
cámara inferior constantes, indicio indirecto de la formación de la monocapa
En la figura 81B se muestra el daño a las 
solución de EGTA, incrementando el paso de dextrano
confirmó la formación de las uniones intercelulares estrechas o 
confluencia de las células a los 7 días
esquema del dispositivo de 
la administración de dextrano
imagen tomada mediante
dextrano-FITC y se observó como colocalizó la señal en verde del 
marcaje en rojo de las células de la monocapa. Por tanto, para obtener una monocapa 
de células epiteliales polarizadas perfecta, la
antes del inicio de cualquier tratamiento.
 
 El establecimiento 
estudiados monitorizando la 
ello dos electrodos, uno fuera y otro dentro del inserto 
reducción en el valor inicial de 
HEC-1A y VK2/E6E7 para los experimentos de transmisión viral, 
mostraron unos valores de resistencia elevados
Fig. 82 Resistencia eléctrica transepitelial (
distintos tiempos. 1x105 y 2x105
midió TEER hasta 9 días después de iniciar el cultivo. Los valores representan un experimento por duplicado.
 la monocapa mostró unos valores de dextrano
uniones intercelulares estrechas que produjo la 
-FITC a la cámara
tight junctions 
 (Fig. 81C-D). En la figura 81E se 
transwell con la monocapa de HEC-1A formada a los
-FITC en la cámara superior. La imagen 81F 
 microscopía confocal a los 30 min de la administración de 
dextrano
s HEC-1A se deben cultivar durante 7 días 
 
in vitro de estas propiedades de barrera pueden ser 
resistencia eléctrica transepitelial (TEER) colocando para 
transwell. De esta forma, una 
TEER indica una mala formación de la misma. Se utilizó 
aunque solo las HEC
 (Fig. 82).  
TEER) medida a través de la monocapa de HEC
 células de cada tipo celular se cultivaron en diferentes insertos de 
167 
-FITC en la 
 (Fig. 81A). 
 inferior. Se 
y la 
muestra un 
 7 días y 
muestra una 
-FITC con el 
-1A 
 
-1A y VK2/E6E7 a 




 Independientemente del número de células iniciales que se 
formación de la monocapa de células epiteliales, los valores de TEER recogidos a los 7 
días fueron muy similares para cada tipo celular
VK2/E6E7 confirmaron la escasa tendencia de este tipo celular a formar uniones 
intercelulares estrechas como estaba previamente descrito 
se utilizaron como control de una adecuada
iniciales de 150 Ω x cm2 a 7 días de cultivo se mantuvieron en todos los experimentos. 
Como ejemplo de la óptima viabilidad de la monocapa durante los ensayos, se 
el porcentaje de variación de 
Fig. 83 Pre-tratamiento e infección de la monocapa de HEC
(TEER). (A) La monocapa de HEC-
del mismo volumen de PBS y EGTA a 1mM como controles. Se midieron los valores de TEER durante la hora de pre
tratamiento y se representó el ratio 
del inserto transwell y se midieron los valores de TEER durante 2 h. Los valores representan un experimento por 
duplicado.  
 Se observó que las concentraciones de 
afectaba a los valores de 
insertos transwell no tratados
de 1 h con el DEC- 2G-S16, la monocapa no sufr
añadir 1 mM de EGTA se observaron
estrechas y el valor de la 
primeros 10 min de tratamiento (Fig. 8
presencia del VIH a lo largo del tiempo per
ligeramente superiores a los valores de las células tratadas solo con el virus, incluso a la 
cultivaron
 (Fig. 82). Los valores de TEER
[198]. Los valores de HEC
 formación de la monocapa y los valores 
TEER en presencia del DEC- 2G-S16 y EGTA (Fig. 83)
-1A. Valores de resistencia eléctrica transepitelial 
1A en transwell a día 7 se pre-trató con el DEC- 2G-S16 a 10 µM y 100 µM, además 
vs células no tratadas. (B) Se añadieron 100 ng de VIHNL4.3 en 
DEC- 2G-S16 10 µM y 100 µM no 
TEER de la monocapa de HEC-1A, con respecto al valor de los 
 (Fig. 83A). Es decir, en el transcurso del pre
ió ninguna alteración. En cambio, 
 signos de rotura de las uniones intercelulares 
resistencia transepitelial disminuyó más de un 50
3A). Los valores de TEER disminuyeron en 
o con el DEC- 2G-S16 los valores fueron 
 para la 






la cámara superior 
-tratamiento 
al 
 % en los 
 concentración de 100 µM (Fig. 83
DEC- 2G-S16 con la monocapa de célul
 
 4.15.2.2. Inhibición de la transmisión viral
Se llevaron a cabo experimentos en monocapa de células endometriales para 
evaluar el paso de las partículas virales 
(zona apical) del dispositivo 
Fig. 84 Reducción de la transmisión viral a través de la monocapa de HEC
2G-S16 a 10 µM 1 h antes de dispensar el virus (
dispositivo. El sobrenadante basolateral se recogió a las 24 h. Los datos representan la media ± SD de tres 
experimentos independientes realizados por triplicado. *
 
El pre-tratamiento de la monocapa de HEC
redujo la presencia de partículas virales en el sobrenadante basolateral en más de un 30
% con los aislados virales 
(Fig. 84), estando en concordancia con los 
inactivación viral (Fig. 84).
 
El VIS no puede detectarse 
esta técnica no muestra el número de partículas infectivas en el sobrenadante 
B). Estos valores confirmaron la biocompatibilidad de
as HEC-1A. 
 
de tres aislados diferentes de la cámara superior 
transwell a la cámara inferior (zona basolateral) (Fig. 84
-1A. Las células se pre
VIH-1NL4-3, VIH-1BaL y VIH-2CBL23) en la cámara superior
p < 0.05 vs vehículo. 
-1A con el DEC- 2G
VIH-1NL4-3 y VIH-1BaL y de un 10 % en el asilado viral 
resultados obtenidos en los experimentos de 
 













cámara inferior del dispositivo 
R5 MAGI, con el objetivo de 
tratamiento de las HEC-1A
Fig. 85 Reducción de la infectividad viral.
µM se enfrentó a distintos aislados virales durante 24 h.  Se realizó una cuantificación de las partículas virales 
infectivas que atravesaron la monocapa mediante el ensayo de 
representan la media ± SD de dos experimentos independientes realizados por triplicado.  *
Con el VIH-1NL4-3, VIH
infectivas en torno al 20 %
diferencia significativa (Fig. 85)





 Las poblaciones celulares de MΦ y CDi localizadas bajo el epitelio vaginal junto 
con las CMSP constituyen las principales dianas infectivas del VIH, por lo que se diseñó 
un experimento para evaluar la capacidad del DEC
el VIH en MΦ y CDi.  
n las partículas infectivas de virus en el sobrenadante de la 
transwell por el ensayo de β-galactosidasa en células P4
obtener diferencias más significativas tras 
 con el DEC- 2G-S16.  
  La monocapa de HEC-1A pre-tratada 1 h antes con 
β–galactosidasa en células P4-R5 MAGI. Los datos 
p < 0.05 
-2CBL23 y VISmac239 se observó una reducción de 
 y con el VIH-1BaL la reducción fue de más del 50
. En todos los casos, el DEC- 2G-S16 tuvo un efecto similar 
uramin a la misma concentración. 
 del DEC- 2G-S16 y el VIH en macrófagos y células 




DEC- 2G-S16 a 10 
vs vehículo.  
partículas 
 % siendo esta 
 Fig. 86 Inhibición de la infección de células derivadas de monocito. (A) 
con los antirretrovirales AZT y T-
1BaL. El sobrenadante de cultivo se recogió a 
20, Suramin y 2G-S16 a 10 µM. Los datos representan la media ± SD de dos experimentos independientes por 
triplicado. *p< 0.05, ¤p< 0.01 vs vehículo.
efectos con los aislados virales VIH
 
En los MΦ se observó 
al ser pre-tratados con DEC
En CDi se observó una reducción significativa
tratadas con el DEC- 2G-S16 
con AZT. El pre-tratamiento de 
significativa en la producción de
 
Posteriormente, se 
los MΦ y CDi se pre-trataron
VIH-1BaL. Esta infección se mantuvo durante 24 h y se recogió el sobrenadante de
celular para cada punto. 
sobrenadante durante tres horas 
de cultivo. 
Los MΦ y (B) las CDi
20 y con suramin y el DEC- 2G-S16 1 h antes de la infección por 
las 72 h y se cuantificó la producción de antígeno p24
 Los resultados se muestran en porcentajes para mejor visualización de los 
-1NL4-3 y VIH-1BaL en los dos tipos celulares estudiados. 
una reducción significativa en la producción de VIH
- 2G-S16 y de VIH-1BaL al ser pre-tratados con T
 en la producción de VIH-1NL4
o suramin y en la producción de VIH-1BaL al ser pre
MΦ y CDi con el DEC- 2G-S16 produjo una reducción 
 VIH-1NL4-3 pero no de VIH-1BaL (Fig. 86). 
realizó un experimento complementario al anterior donde 
 con DEC- 2G-S16 1 h antes de la infección con 
Las CMSP previamente activadas se trataron con dicho 
y se cuantificó la producción de antígeno p24 tras 72 h 
171 
 
 fueron tratadas 
VIH-1NL4-3 y VIH-
 por ELISA. AZT, T-
-1NL4-3 
-20 (Fig. 86A). 






Fig. 87 Infección CMSP a partir de sobrenadante de células derivadas de monocito en presencia del DEC
S16. Las células derivadas de monocitos se pre
DEC- 2G-S16, AZT, T-20 y Suramin a 10 µM. Se cultivaron 24 h y el sobrenadante de este cultivo se añadió a
activadas. Se recogió sobrenadante a las 72 h y se cuantificó la producción de antígeno p24 por 
representan la media ± SD de dos experimentos independientes por triplicado. *p< 0.05, ¤p< 0.01 
Se observó una reducción significativa 
sobrenadantes de MΦ y CDi
pre-tratamiento a 10 µM
infección por VIH-1NL4-3 y 
tratados con los antirretrovirales AZT y T
significativa de la infectividad
que no tuvo ningún efecto en CDi infectadas por 
mostró una mayor sensibilidad para determinar el efecto
estudiadas que en la figura 86 no producían una inhibición viral significativa.
 
-trataron 1 h antes de la infección por (A) VIHNL4.3
 
en la infección de CMSP a partir de 
. Esta reducción en la producción viral es consecuencia del 
 con DEC- 2G-S16 de las poblaciones de MΦ y CDi
VIH-1BaL. Los sobrenadantes procedentes de MΦ y CDi
-20 también mostraron una reducción 
 por VIH-1NL4-3 y VIH-1BaL. El suramin fue la única molécula 
VIH-1BaL (Fig. 87). Este experimento 




 o (B) VIHBaL con 
 CMSP 
ELISA. Los datos 





  4.16. ESTUDIO GENÉTICO DE LA INTERACCIÓN 
VAGINALES 
 
La producción de citocinas o quimiocinas proinflamatorias  en un modelo de 
epitelio vaginal daría lugar a la acumulación de poblaciones celulares susceptibles a la 
infección viral bajo esta primera barrera biológica. Se diseñó un experimento utilizando 
un chip de ADN (DNA microarrays
relacionados con inflamación en presencia de los DEC
una concentración de 5 µM y una exposición de 1 h de los DEC
la monocapa de HEC-1A.  
Fig. 88 Genes desregulados por los DEC
1 h de contacto entre 2G-S16 y la monocapa de HEC
contacto entre 2G-C16 y la monocapa de HEC
= (intensidad Cy3 + intensidad Cy5)/2; p
como sobre-expresados o reprimidos po
En la figura 88 se muestran las gráficas obtenidas por el programa de análisis 
con las restricciones citadas en el pie de figura. Se identificaron 
desregulados en las células HEC
2G-S16 respectivamente.  
En la tabla 8 y 9 se detallan para cada gen seleccionado, el símbolo, el número 
de veces que está sobre
utilizados como valores de abscisas y ordenadas, respectivamente, y el 
considerado como diferencialmente expresado.
DEC- 2G-S16 Y CÉLULAS 
) con el objetivo de evaluar la expresión de genes 
- 2G-S16 y 2G-C16. Se seleccionó 
- 2G-S16 y 
- 2G-S16 y 2G-C16. (A) Representación de los 20 genes desregulados tras 
-1A. (B) Representación de los 60 genes desregulados tras 1 h de 
-1A. Restricciones: log (R) >1 o <1, siendo R = Ratio; log (I) > 8, siendo I 
-valor (LiMMA) <0.05. Se destacan en rojo y verde los genes seleccionados 
r exposición a los DEC-, respectivamente. 
56
-1A tras exposición de 1 h con el DEC- 2G






 y 19 genes 
-C16 y el DEC- 
-valor para ser 
174 
 
Tabla 8. Listado de los genes desregulados por el DEC
Representación de los 54 genes id




entificados en el ensayo genético de la monocapa de HEC-1A tratada durante 1 h 
 
 Tabla 9. Listado de los genes desregulados por el DEC
Representación de los 19 genes identificados en el ensayo genético de la monocapa de HEC
con el DEC- 2G-S16 a 5 µM.  
 
En ninguno de los casos se encontró la presencia de 
inflamación, lo que constituyó una prueba muy significativa de la ausencia de factores 
proinflamatorios en el epitelio vaginal tras la administración de los 
condiciones experimentales ensayadas. 
 
Con el objetivo de conocer qué funciones p
como consecuencia de la exposición a cualquiera de los 
genes seleccionados en la base de datos Ingenuity Systems®. Esta base de datos 
contiene información actualizada sobre genes y sus inte
cuando se introdujo el listado de genes seleccionados como diferencialmente 
expresados en el experimento, se obtuvieron las redes de interacciones más 
significativas entre estos genes, así como las funciones más representativas 
- 2G-S16. 
-1A tratada durante 1 h 
genes relacionado
 
odrían estar alteradas en HEC
DEC- utilizados se incluyeron los 









redes. El análisis mediante esta aplicación de los genes seleccionados, tanto por 
exposición a DEC- 2G-S16 como a 
“inflamación” fuera una de las funciones significativas. En el caso del 
principal tuvo como funciones asociadas movimiento celular, 




Tabla 10. Listado de las 5 principales
Tabla 11. Listado de las 5 principales
DEC- 2G-C16, no mostró ninguna red en la cual 
DEC-
muerte celular y cáncer 
DEC- 2G-C16 tuvo como funciones 
nfermedades dermatológicas, desórdenes genéticos y 
abla 11).  
 funciones asociadas a la red de genes desregulados por 
 funciones asociadas a la red de genes desregulados por
 2G-S16 la red 
DEC- 2G-C16. 
 
 DEC- 2G-S16. 
 
  4.17. ENSAYO IN VIVO
 
Para evaluar si la administración repetida de DEC
vaginal se llevó a cabo un experimento con 
Nueva Zelanda divididos en cuatro grupos de
para determinar el potencial efecto irritable de dos formulaciones de DEC
su aplicación vaginal durante dos semanas
 
Tabla 12. Índice de irritación vaginal en cuatro grupos de conejos hembra 
tratados durante dos semanas con
Vehículo y control negativo representan PBS y NaCl al 0.9
S16-DA (dosis alta, 10 μM). *Media ± SD. # 
en las regiones cervical, media y urovaginal de los tres conejos de cada grupo. Se utilizó el sistema de graduación 
desde 0 (parámetros normales o ausencia de efectos adversos) hasta 4 
examinación microscópica de los tejidos (ISO 10993
determinaciones. ¥ La puntuación de irritación al microscopio se corresponde con la suma de los valores de 
irritación del epitelio, infiltración leucocitaria, congestión vascular y edema  (ISO 10993). 
vaginal se obtuvo restando el valor medio obtenido por el grupo control negativo al valor de las formulaciones 
evaluadas. La correlación con potencial irritación humana es: Índice de irritación vaginal < 8: Aceptable; 9
Marginal y ≥ 11: Inaceptable (en relación con los v
 
 DEL DENDRÍMERO ANIÓNICO 2G-S16
- 2G-S16 podía causar irritación 
doce conejos hembra de la raza blanco de 
 tres especímenes que fueron utilizados 
 (Tabla 12). 
blancos de Nueva Zelanda 
 DEC- 2G-S16. 
 %, respectivamente. 2G-S16-DB (dosis baja, 1 
Los valores fueron calculados en base a la media de puntación estimada 
(efectos adversos severos) para la 
-10). La puntuación final se expresó como la media ± SD de 9 
Δ El índice de irritación 
alores de Eckstein et al. [11]). 
177 
 






Todos los animales mostraron normalidad clínica a lo largo del ensayo. No hubo 
mortalidad ni señales de secreción vaginal, eritema o edema en los conejos estudiados a 
la dosis más baja (1 µM) y ni a la dosis alta (10 µM) de 2G-S16. Ninguna anormalidad 
destacable se observó durante las necropsias y el análisis histopatológico de los tejidos 
vaginales con el DEC- 2G-S16 en comparación con el control negativo. Los niveles 
cervical, central y caudal de la vagina en el grupo de 2G-S16-DA no mostraron cambios 
con respecto al control negativo a excepción de un espécimen que mostró signos 
focalizados de erosión epitelial. Un mínimo grado de leucocitos (heterófilos y 
macrófagos) se observó en dos especímenes y en uno de ellos se encontró un grado 
medio de congestión vascular. No se registraron signos de edema. El índice de irritación 
vaginal se calculó a partir de la puntuación de las observaciones microscópicas (irritación 
del epitelio, infiltración leucocitaria, congestión vascular y edema) y los valores de 0,1 y 
0,2 para la dosis baja y alta del DEC- 2G-S16, respectivamente, confirmaron la 



















 La primera aplicación biológica de los dendrímeros de estructura carbosilano 
que se describe en esta Memoria hace referencia a su capacidad de transporte y 
protección de los ácidos nucleicos. La mayoría de los experimentos en terapia génica y 
en ensayos clínicos utilizan un vector viral para el transporte del ácido nucleico. Los 
aspectos de seguridad (inmunogenicidad, oncogenicidad, etc.) y producción a gran 
escala limitan la aplicación de vectores virales recombinantes [199, 200]. Se conocían las 
potenciales ventajas de los ODN en terapia antisentido y como inmunomoduladores, en 
enfermedades como el cáncer, alergia o infecciosas. Pero existían problemas que han 
hecho difícil que los éxitos obtenidos in vitro tuvieran su correlato in vivo, siendo casos 
contados los ODN que se han convertido en fármacos [159, 201]. Entre estos problemas, 
destacó la dificultad de paso a través de barreras fisiológicas, la escasa biodisponibilidad 
y la toxicidad derivadas de la unión de los ODN a proteínas plasmáticas y a las superficies 
celulares [147]. Surgió inmediatamente la pregunta de si la aplicación de los DEC+ al 
transporte de ODN podría contribuir a resolver o mejorar estos escollos. 
 
 Todos los DEC+ utilizados en esta Memoria (N8, N16, NN8 y NN16) fueron 
capaces de retener la migración del ODN formando un dendriplex, independientemente 
del tamaño. El ratio de cargas positivas del dendrímero y negativas del ODN se estudió 
hasta 40/1, obteniendo un ratio de 2/1 como ratio mínimo necesario para la formación 
del dendriplex. Los DEC+ se encuentran funcionalizados mediante enlaces Si-O con 
grupos amino en la periferia, por lo que se comprobó que el monómero no formaba 
dendriplex con el ODN, sino que era necesaria toda la estructura dendrimérica para 
formar el dendriplex. Los dendrímeros descritos en esta Memoria a pesar de ser de una 
generación baja (segunda) fueron capaces de retener la migración de ODN, plásmidos y 
siRNA. La mayor diferencia con los dendrímeros PAMAM+ utilizados como control de 
formación del dendriplex, a parte de su estructura carbosilano, fue la generación del 
dendrímero (G4-PAMAM, generación 4 y Superfect®, generación 7) y está descrito que 
un incremento de la generación conlleva un aumento de la toxicidad [82]. 
 
 Los DEC+ presentaron una estabilidad relativa en agua y en el estudio del tiempo 
de liberación del ODN por electroforesis en distintas condiciones, los DEC+ N8, N16, NN8 
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y NN16 fueron estables a las diluciones utilizadas cuando se estudiaron inmediatamente 
(30 min) tras formarse el dendriplex y la degradación total de los DEC+ (correspondiente 
a la liberación de todo el ODN) fue visible a las 24 h, tal como anticiparon los datos 
espectroscópicos de RMN-1H. Estos datos concuerdan con los resultados establecidos 
para otros tipos de dendrímeros utilizando la misma técnica electroforética [202, 203]. 
En diferentes condiciones de pH, los DEC+ NN8 y NN16 mostraron formar complejos 
más lábiles liberando el ODN a pH ácido, mientras que fueron estables a pH básico, 
propiedad que podría ser utilizada para liberación de fármacos polianiónicos controlada 
por el pH: por ejemplo, en el estómago, donde se acidifica el medio.  
 
 Como ya se ha comentado en esta Memoria, una de las principales dificultades 
de la utilización de ODN en terapias tanto antisentido como inmunomoduladoras, es la 
gran tendencia de los mismos a la unión a proteínas del plasma [147, 204], que hace 
necesaria la administración de grandes cantidades de ODN para conseguir suficientes 
niveles de fracción libre con capacidad de realizar el efecto biológico. En la sangre, los 
fármacos pueden encontrarse en estado libre, fijados a los eritrocitos o unidos a las 
proteínas del plasma. La fracción unida a las proteínas del plasma es inactiva y puede 
considerarse como fármaco en depósito. La interacción fármaco-proteínas plasmáticas 
disminuye la difusión, retarda la eliminación y prolonga el efecto. Por tanto, todo 
vehículo que proteja al ODN de la unión a proteínas del plasma, aumentará la fracción 
libre del mismo, siendo necesaria una menor dosis para tener efecto biológico. Se 
realizaron estudios complementarios por electroforesis y espectrofluorimetría para 
cuantificar las interacciones que tenían lugar entre DEC+, ODN y albúmina. Por 
electroforesis, se confirmó de forma cualitativa la interacción de los ODN con la 
albúmina, independientemente de su tamaño. Se utilizaron geles de azul paragón para 
evidenciar la presencia de la proteína y se observó que los dendriplexes a ratio superior 
a 2/1 no modificaron su comportamiento en disolución acuosa. El ODN del dendriplex 
fue incapaz de formar complejo con la albúmina en los primeros 20 min y al realizar el 
gel a las 24 h, se observó la liberación del ODN del dendriplex y la formación del 
complejo ODN/BSA. Esto fue debido a que la albúmina posee a pH fisiológico (7,4) una 
carga neta negativa, aportada por los dominios I y II de dicha proteína; sin embargo, la 
albúmina sérica no es una molécula uniformemente cargada dentro de su estructura; a 
pH fisiológico el dominio III está ionizado débilmente de forma positiva [205]. Por tanto 
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los ODN, que presentan una carga negativa, podrían interaccionar con este dominio III, 
reflejándose esto en la formación de un complejo entre la albúmina y el ODN, como se 
observó en los resultados obtenidos. La naturaleza de la unión DEC+/ODN es 
mayoritariamente electrostática, por lo que los DEC+ a ratio superior a 1/1 neutralizaron 
la carga negativa del ODN, y por tanto impidieron la unión del ODN al dominio III de la 
albúmina. No se apreció una interacción entre DEC+ y albúmina (unión esperada con los 
dominios I y II). La dificultad de unión de otros dendrímeros catiónicos como son los 
PAMAM con la albúmina ya fue descrita previamente [206]. La albúmina, debido a su 
bajo punto isoeléctrico (4,9) interacciona mejor con dendrímeros poco protonados 
(básicos) que con los altamente protonados (con muchas cargas positivas). El acceso de 
las regiones hidrofóbicas de la albúmina a los sitios hidrofóbicos interiores de los 
PAMAM+ es difícil y las débiles uniones electrostáticas entre los sitios hidrofílicos de la 
albúmina y la superficie catiónica de los PAMAM+ no permiten una adaptación fácil de 
las estructuras de ambas macromoléculas [186]. Quizá en este caso esté ocurriendo algo 
similar en cuanto a la falta de interacción entre los DEC+ con la albúmina: 
probablemente no haya una interacción muy fuerte entre el interior apolar de  los DEC+ 
con los sitios hidrofóbicos de la albúmina. Las posibles uniones electrostáticas entre 
DEC+ y albúmina podrían no ser muy fuertes en su naturaleza y por tanto insuficientes 
para permitir una adaptación estructural estable de ambas moléculas.  
 
 Para confirmar que la interacción predominante entre DEC+ y ODN era 
electrostática, el dendriplex DEC+ NN8/ODN TAR se sometió a la acción del detergente 
aniónico dodecilsulfato sódico (SDS). El SDS es el agente disociador más habitual para 
desnaturalizar proteínas nativas en sus polipéptidos individuales, dotando a la 
estructura polipeptídica de una densidad de carga uniforme en toda su longitud [202, 
207]. El DEC+ NN8 no fue capaz de retener la migración del ODN TAR debido a la 
disociación producida por las cargas negativas del SDS. La protección del ODN frente a la 
unión a proteínas plasmáticas en presencia del DEC+ NN8 se observó también en los 
experimentos con MCC (10  % de STF) y frente a distintos porcentajes de suero humano 
tipo AB. La electroforesis mostró resultados cualitativos de las interacciones entre DEC+, 
ODN y BSA. No obstante, por esta técnica no se pueden cuantificar las diferencias de 
unión entre los cuatro tipos de DEC+ y ODN, la interacción de la albúmina con el 
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dendriplex o la influencia de DEC+ en el entorno de la albúmina. Estos resultados se 
obtuvieron mediante medidas espectrofluorimétricas.  
 
 La utilización de ODN fluoresceinados y la existencia de dos aminoácidos de 
triptófano en la albúmina permitió utilizar la espectrofluorimetría para estudiar los 
cambios conformacionales en las citadas moléculas antes y después de la adición de los 
DEC+. Los DEC+ N16, NN8 y NN16 se unieron a los ODN GEM91 y SREV de forma 
efectiva. Los DEC+ NN8 y NN16 se unieron de forma más efectiva al ODN, debido 
posiblemente a los diferentes grupos terminales de su estructura. Todos los DEC+ 
poseen grupos -NMe3 cargados positivamente, pero el DEC+ NN8 también posee grupos 
neutros -NR2 con posibilidad de cuaternizarse, formando grupos catiónicos -NR3 como 
en el DEC+ NN16. La presencia de dos cargas positivas en cada rama en este último DEC+ 
y la posibilidad del doble de cargas en el DEC+ NN8 aumentaron la unión efectiva al 
ODN. El ratio molar de DEC+/ODN para N16, NN8 y NN16 fue de 4 a 7, dependiendo del 
ODN utilizado, y se describió un patrón de interacción específica a estos valores. Cuando 
el ratio superó el valor de 7, se observó un patrón de micelación, característico del DEC+ 
N8, el cual mostró ausencia de interacción específica posiblemente por problemas de 
solubilidad. Se observó un efecto interesante en función del ODN utilizado: GEM91 se 
unió de forma más directa a los DEC+ que SREV cuando eran desplazados del complejo 
con BSA (Tabla 6B). Esto se podría explicar porque los ODN difieren en 
complementariedad, es decir, difieren en el máximo número de pares C-G y A-T que 
pueden formar en solución entre dos moléculas del mismo ODN. GEM91 puede formar 3 
pares (2 pares C-G y 1 A-T) y SREV puede formar 6 pares C-G. Por lo tanto, existían más 
interacciones posibles por puentes de hidrógeno entre ODN de SREV que de GEM91 y 
este hecho disminuyó la unión directa de los DEC+ al ODN [208]. Por el contrario, la 
interacción con SREV libre fue mayor que con GEM91, probablemente debido a la 
longitud del ODN (28b vs 25b) (Tabla 3B). 
 
 Los resultados obtenidos por interacción de los DEC+ con los ODN se 
confirmaron utilizando ANS, una molécula que en un ambiente polar presenta una baja 
intensidad de fluorescencia [209]. La adición de DEC+ produjo un aumento en la 
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intensidad de fluorescencia de la molécula y un desplazamiento de la emisión máxima a 
menores longitudes de onda. Estos cambios indicaron que DEC+ interacciona con ANS 
debido a que esta molécula aumenta su fluorescencia cuando se une a regiones 
hidrofóbicas en membranas o proteínas [210]. Los resultados sugieren que ANS se 
localiza en un entorno más hidrofóbico en el DEC+ (la estructura interna carbosilano). 
Por otra parte, algunos autores defienden que ANS se une a los grupos catiónicos de las 
proteínas y esta unión depende de la formación del par de iones [211]. Los DEC+ NN8 y 
NN16 mostraron mayores constantes de unión que los DEC+ N8 y N16. Una segunda 
generación de DEC+ posee estructuras asimétricas abiertas con capacidad para 
encapsular ANS. Pero el parámetro n (centros de unión por molécula) de 0.1 a 0.4 en el 
caso de los DEC+ N8 y N16 sugiere un patrón de micelación frente a una unión 
molecular. En este caso, de 8 a 3 moléculas rodean una molécula de ANS (ratio molar 
DEC+/ANS de 8/1 y 3/1, para N8 y N16 respectivamente), mientras que los DEC+ NN8 y 
NN16 mostraron un ratio molar aproximado de 1/1. Estos resultados mostraron que la 
interacción de ANS con DEC+ NN8 y NN16 fue más efectiva que con DEC+ N8 y N16. 
 
 La extinción de la fluorescencia del BE unido al ADN se ha utilizado para 
cuantificar la interacción de diferentes ligandos con el ADN, como es el caso de los DEC+ 
[212]. Se estudió la adición de DEC+ a un complejo formado por ADNTT y BE intercalado, 
y se observó que el aumento de la concentración de DEC+ disminuyó la intensidad de la 
emisión de fluorescencia del BE, reflejando una competencia del DEC+ por la unión al 
ADNTT. Este desplazamiento del BE intercalado en el ADNTT se obtuvo para todos los 
DEC+ excepto DEC+ N8. La interacción del DEC+ N8 fue tan débil que no se pudo estimar 
las constantes de asociación utilizando el BE. El orden de las constantes de asociación 
con el ADNTT fue DEC+ NN16 > DEC+ N16 > DEC+ NN8. Sin embargo, esta medición 
indirecta de la afinidad de unión puede resultar engañosa debido a que se han 
propuesto múltiples mecanismos para el desplazamiento del BE, incluidos los cambios 
conformacionales que modifican la unión y las repulsiones entre las cargas del BE y 




 El estudio fluorimétrico de la interacción de ODN y DEC+ con la albúmina se llevó 
a cabo utilizando BSA y HSA, las cuales poseen al menos un residuo de triptófano. En el 
caso de BSA, un triptófano se encuentra situado en la parte baja del hueco hidrofóbico 
del subdominio IIA (Trp213) y otro en la zona superficial de la molécula en el subdominio 
IB (Trp134) [193]. La adición de DEC+ NN8 a BSA no afectó a la extinción de la 
fluorescencia del triptófano interno y externo de la proteína, ni a la polarización de 
fluorescencia, lo que significaba que el DEC+ NN8 no afectaba a la conformación natural 
de la proteína en el rango de concentraciones estudiado. Por el contrario, DEC+ NN8 
extinguió la fluorescencia del fluoróforo Alexa Flúor unido a la superficie de BSA. Esto 
indicaba que las interacciones entre los DEC+ y BSA eran débiles y ocurrían 
preferentemente en la superficie de la proteína. BSA y HSA poseen un punto isoeléctrico 
similar y una carga neta negativa (4.8 y -17 para BSA y 5.2 y – 15 para HSA), pero con el 
dominio III positivo (+1 para BSA y +2 para HSA) [214]. La técnica de electroforesis 
mostró la interacción entre los ODN y los dominios catiónicos de la albúmina, pero no 
aclaró si en ausencia de interacciones electrostáticas entre los DEC+ y los dominios 
aniónicos de la proteína, existía otro tipo de interacción. Con este objetivo, se utilizaron 
agentes de extinción conocidos para estudiar el efecto de los DEC+ en la interacción 
BSA-Extintor. Para ello, se utilizó un extintor neutro (acrilamida) y dos iónicos (CsCl y KI). 
Los extintores iónicos no penetran en la matriz de la proteína, por lo que la extinción de 
la fluorescencia se debe principalmente al residuo de triptófano superficial [186]. Los 
DEC+ N8 y N16 presentaron un patrón similar a la extinción sin DEC+ en el medio, 
mientras que los DEC+ NN8 y NN16 disminuyeron el efecto de la acrilamida. Una posible 
explicación fue la unión de los DEC+ con nitrógenos internos (NN8 y NN16) a la 
superficie de la proteína, restringiendo el acceso de la proteína al extintor. En el caso de 
KI se sugirió una explicación similar, mientras que para CsCl, lo más probable sería una 
interacción directa de CsCl con los DEC+ NN8 y NN16.  
 
 Por último, se estudió la interacción de BSA con los dendriplexes DEC+/GEM91 y 
DEC+/SREV. En presencia de BSA, la polarización de la fluorescencia de los dendriplexes 
N8 y N16 decreció de 100  % a 75  %, mientras que los dendriplexes NN8 y NN16 no 
variaron significativamente. Los resultados indican que la albúmina altera las micelas 
formadas por los primeros dendriplexes interaccionando fuertemente con el ODN y el 
DEC+. Por el contrario, la albúmina no afecta a los dendriplexes formados por los DEC+ 
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NN8 y NN16. La interacción entre la albúmina y los dendriplexes fue también estudiada 
formando el complejo BSA/ODN y añadiendo concentraciones crecientes de 
dendrímero. Se observó que la adición de dendrímero aumentó la polarización de la 
fluorescencia del ODN de manera similar a la interacción DEC+/ODN en ausencia de BSA 
estudiada previamente. La competencia entre DEC+ y BSA por la unión al ODN mostró 
una alteración del complejo BSA/ODN en presencia de DEC+ N16, NN8 y NN16 
(formación de un complejo más estable entre los DEC+ y el ODN). 
 
 En resumen, los resultados obtenidos con las técnicas de electroforesis y 
espectrofluorimetría muestran: primero, que los DEC+ pueden unir pequeñas moléculas 
como los ODN; segundo, los DEC+ N16, NN8 y NN16 pueden interaccionar con el ADN y 
desplazar el BE intercalado; tercero, los DEC+ NN8 y NN16 pueden unirse a una proteína 
y disminuir su interacción con otras moléculas; cuarto, los DEC+ NN8 y NN16 forman un 
dendriplex estable con los ODN que protege a éstos de su unión a BSA y quinto, los DEC+ 
NN8 y NN16 no forman complejo con BSA.  
 
 Los dendriplexes fueron evaluados mediante las técnicas más avanzadas de 
caracterización molecular y se obtuvieron los datos de potencial zeta, diámetro 
hidrodinámico y estabilidad acuosa para cada dendriplex [215]. A ratio 3/1, se obtuvo un 
valor de potencial zeta de +10 mV para los DEC+ N16 y NN16 y +20 mV para los DEC+ N8 
y NN8. Pese a que los complejos con carga neta positiva facilitan la adsorción celular y la 
internalización mediante endocitosis al interior cellular, un exceso de cargas positivas 
puede resultar citotóxico debido a la unión no específica de partículas a las superficies 
biológicas y componentes de la sangre, dando lugar a la activación del complemento 
cuando se administra el dendriplex [28]. El diámetro hidrodinámico mostró valores de 
75-240 nm a ratio 1/1, siendo para el dendriplex DEC+ NN16/ODN de 230-240 nm, 
similar a otros vectores no virales que forman complejo con ácidos nucleicos [216]. Los 
valores inferiores a 5 µm previenen problemas de embolia capilar debido a agregación 
del ADN y el vector no viral utilizado, y valores entre 30 y 500 nm son ideales para el 
paso a través de los poros entre células endoteliales discontinuas [28]. Solo los 
complejos relativamente pequeños son capaces de atravesar los capilares sanguíneos e 
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interaccionar directamente con las células parenquimales. Además, los DEC+ NN8 y 
NN16 se estudiaron para formar un dendriplex con siGAG1 (siRNA antiVIH) y se obtuvo 
un tamaño de 270 nm y 300 nm, respectivamente [217]. 
 
 En relación con la estabilidad acuosa, los resultados del grupo de la Dra. 
Bryszewska mostraron una degradación dependiente del dendrímero estudiado en un 
rango de 100-300 min [215]. Para el dendriplex DEC+ NN16/ODN, el mayor grado de 
polarización se correspondió con una menor estabilidad, iniciando su degradación a los 
100 min. La estabilidad no dependió del ODN utilizado pero sí de las condiciones del 
entorno (tipo de solución tampón, concentración y temperatura). Por esta razón, se 
deben considerar las variaciones a la hora de medir la degradación mediante 
electroforesis, espectrofluorimetría o RMN, obteniendo resultados complementarios 
desde el inicio de la degradación próximo a 1 h hasta la degradación completa a las 24 h.  
Por tanto, basándonos en la literatura y en los resultados biofísicos obtenidos, los DEC+ 
N16, NN8 y NN16 mostraron un excelente potencial como vehículos de ODN 
antisentido, ejerciendo una protección frente a la unión a albúmina y liberando el ODN 
en menos de 24 h. 
  
 La primera condición a cumplir por cualquier molécula que aspira a poder ser 
utilizada en un sistema biológico es ser biocompatible. Aunque muchos autores utilizan 
líneas celulares para el estudio de nuevas nanopartículas (siendo las fibroblásticas de las 
más comunes [218]), las líneas celulares inmortalizadas presentan la desventaja de una 
mayor resistencia a la toxicidad y una mayor actividad metabólica que las células 
procedentes de cultivo primario, no reflejando de forma exacta la realidad en cuanto a 
resistencia a tóxicos y comportamiento biológico [28]. En esta Memoria se ha utilizado 
un modelo más fisiológico como son las CMSP, un cultivo primario que se obtuvo de 
células de cordón umbilical de neonatos y adultos. En un trabajo previo realizado en el 
grupo se mostró que dendrímeros comerciales tipo PAMAM+ eran altamente tóxicos en 
CMSP mediante el marcaje de Anexina y 7AAD por citometría de flujo [68]. Estos 
resultados eran contradictorios con los obtenidos por Kukowska-Latallo y col. en los que 
se mostraba una toxicidad mínima de los PAMAM+ en distintas líneas celulares [202], 
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pero estaban en concordancia con los obtenidos por Roberts J.C. y col. que encontraban 
que los PAMAM+ eran hemolíticos y citotóxicos [90] y Domañski y col. que encontraban 
que los PAMAM+ inducían hemaglutinación [219]. Estos autores atribuían la toxicidad de 
los PAMAM+ a la acción de las aminas periféricas de los mismos sobre las proteínas y 
fosfolípidos de la membrana celular. 
 
 En primer lugar se estudió la toxicidad de los DEC+ por sí solos, sin formar 
complejos con el ADN y se observó una buena viabilidad celular hasta una concentración 
de 5 μM de los DEC+ N8, N16, NN8 y NN16, aunque el DEC+ NN8 mostró una mayor 
biocompatibilidad a dosis más altas. Posteriormente se estudió la citotoxicidad de los 
dendriplexes y se observó que eran menos tóxicos que los DEC+, probablemente debido 
a la neutralización de las cargas como en el caso de dendriplexes de PAMAM+ o PPI+ con 
ADN [82]. Los dendrímeros más tóxicos fueron los PAMAM+ utilizados como control (SF 
y G4). Finalmente, se observó que los DEC+ N8, N16, NN8 y NN16 no producían un 
incremento de la proliferación celular en CMSP. 
 
 Los resultados biofísicos mostraron que los DEC+ NN8 y NN16 eran los vehículos 
con mayor potencial en terapia génica de los cuatro estudiados. El doble de cargas 
positivas que portaba el DEC+ NN16 frente al DEC+ NN8 favoreció el estudio del primero 
y debido a que la toxicidad es dependiente del tipo celular sobre el que se evalúe, se 
amplió el estudio de DEC+ NN16 utilizando diferentes cultivos primarios y líneas 
celulares. El DEC+ NN16 no fue tóxico en ninguna de las poblaciones celulares 
estudiadas susceptibles de ser infectadas por el VIH (CMSPs, CD, macrófagos, SupT1, 
U87, SK-N-MC, K-562 y JEG-3) hasta una concentración de 5 µM.  
 
 En la literatura existe una fuerte controversia sobre la capacidad de los ODN 
para penetrar en las células vivas; mientras que la postura más clásicamente defendida 
es que los ODN presentan una gran dificultad para penetrar a través de la membrana 
plasmática [147], otros autores hablan de la presencia de sitios de unión en la superficie 
celular que facilitan este proceso [220] y de la entrada de los ODN inducida por 
mitógenos [195]. Para aclarar este punto, se propuso evaluar la capacidad de entrada de 
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ODN anti-VIH en el modelo de CMSP estimuladas. Se pretendía además evaluar el 
comportamiento del dendriplex en dicho modelo. Hay que decir que clásicamente, las 
CMSP son células difíciles de transfectar con cualquier tipo de ácido nucleico, siendo 
necesaria la utilización de medios electrofísicos tales como la electroporación [71, 221]. 
Sin embargo, se observó una gran facilidad de entrada de los ODN en CMSP. Se 
demostró mediante microscopía confocal que los ODN eran captados en un periodo 
relativamente corto de tiempo, mostrando un patrón citoplasmático a las 4 h de ser 
añadidos al cultivo y un patrón mixto (citoplásmico y nuclear) a las 24 h. En ambos casos 
el patrón de distribución fue difuso, demostrando que, si la captación del ODN era a 
través de un proceso de endocitosis, el ODN debía de haber salido del compartimento 
endosoma-lisosoma antes de poder internalizarse en el núcleo a las 24 h. Este fenómeno 
de captación fue generalizado en casi la totalidad de la población del cultivo, siendo 
independiente además de la longitud de los ODN ensayados y del donante utilizado (se 
repitió con las CMSP de distintos donantes adultos y de cordón umbilical de neonatos). 
Esta incorporación del ODN no inducía mortalidad celular, tal como quedaba 
demostrado por la utilización de marcajes con azul tripán en las células tratadas con 
ODN. Por tanto estos datos venían a contradecir lo publicado en la literatura acerca de 
la dificultad de entrada de los ODN en las células, sobre todo en los cultivos primarios. 
Además, el estudio de entrada de ODN en linfocitos T CD4+ y monocitos CD14+ a 
distintos tiempos confirmó la internalización del ODN dependiendo del tipo celular, 
siendo en todos los tiempos estudiados superior en monocitos que en linfocitos. Al 
realizar un análisis de las diferentes poblaciones por microscopía confocal, se obtuvieron 
tres patrones de distribución intracelular distintos: Un patrón difuso y citoplasmático a 
las 24 h en un 65  % de los linfocitos, independientemente de si procedían de adultos o 
de cordón umbilical de neonatos; un patrón difuso, citoplasmático y nuclear único de los 
linfocitos; y un patrón de agregados citoplasmáticos muy característico en monocitos, 
de aproximadamente 2 µm de longitud. En resumen, tanto las CMSP estimuladas como 
las no estimuladas, provenientes de adultos o de cordón umbilical de neonatos, 
mostraron un patrón de internalización del ODN dependiente del tiempo, con una 
entrada máxima a las 24 h de incubación. El porcentaje de células con ODN incorporado 
fue siempre superior en monocitos que en linfocitos y la entrada en linfocitos estaba 
inducida por el nivel de estimulación celular. Las características especiales de las células 
de cordón umbilical (ej. inmadurez inmunológica) no evitaron la internalización del ODN 
y por esta razón podrían ser utilizadas para ensayos terapéuticos con ODN antisentido.  
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 La capacidad de entrada de los dendriplexes también se estudió en CMSP. Los 
cuatro DEC+ estudiados demostraron una captación del dendriplex con un patrón similar 
a la conseguida por el ODN sin DEC+, (es decir difusa, citoplásmica y nuclear), aunque 
también se detectó la presencia de pequeñas bolitas fluorescentes que por el tamaño en 
nanómetros, probablemente correspondían a los dendriplexes. El patrón de entrada en 
agregados que se observó en el tratamiento de monocitos con el ODN se repitió en los 
ensayos de entrada con dendriplex. Dada la gran capacidad que mostraron las CMSP 
para captar ODN por sí solas, fue difícil mejorar esa circunstancia mediante el uso de los 
DEC+; no obstante, en algunos experimentos, al cuantificar mediante el software del 
microscopio confocal las UAF correspondientes a la fluoresceína del ODN emitidas por 
las células tratadas con dendriplex o con ODN solo, se observó una mayor emisión 
cuantitativa de UAF cuando se utilizaron DEC+ NN8/ODN y DEC+ NN16/ODN que con el 
ODN solo; sin embargo, para comprobar este particular se realizaron series de 
repeticiones ensayando en paralelo dendriplexes y ODN solos, con CMSP de distintos 
pacientes y con hasta 7 repeticiones de cada serie en cada ensayo, llegándose a la 
conclusión de que no se podía evidenciar una diferencia a favor de los dendriplexes con 
respecto al ODN solo. Por tanto, los DEC+ no parecían interferir con el proceso de 
entrada del ODN.  
 
 En la literatura existen numerosos ejemplos de dendrímeros como agentes de 
transfección [84-86], pero la funcionalidad de los mismos una vez alcanzado el interior 
celular no se ha demostrado siempre [157, 160]. Se realizaron pruebas funcionales para 
estudiar la inhibición de la replicación del VIH lograda mediante la utilización de los ODN 
antisentido solos o vehiculizados por DEC+. Estos ensayos contaron con una dificultad: 
se encontró una inhibición similar con los ODN antisentido que con los sentido 
(utilizados estos como control en experimentos anteriores). Esto fue previamente 
descrito para los ODN fosforotioato debido a efectos no específicos de secuencia [222], 
los cuales serían los responsables de una gran parte de los efectos inhibitorios de los 
mismos (interferencia con la entrada del virus por la presencia de moléculas de ODN en 
la membrana de las CMSP, impedimento estérico con los procesos de replicación del VIH 
e interferencia con las enzimas utilizadas por el VIH). Esta circunstancia complicó el 
análisis. No obstante, se obtuvieron valores similares de inhibición con la utilización de 
los dendriplexes que con los ODN solos. Para aumentar las diferencias significativas en el 
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efecto de inhibición, se realizaron mezclas de ODN frente a diferentes regiones del VIH. 
De esta forma, se obtuvo una diferencia significativa de aproximadamente un 60  % (p < 
0.05) en la inhibición de la replicación del VIHNL4.3 en células MT-2 a las 24 h, utilizando la 
combinación de ODN TAR y SREV formando dendriplex con DEC+ NN16. Además, para el 
dendriplex DEC+ NN16/ODN TAR y DEC+ NN16/ODN TAR+GEM91 también se obtuvieron 
porcentajes de inhibición significativos de alrededor del 40  % (p < 0.05) y en ninguno de 
los casos las células tratadas mostraron daño celular utilizando la técnica de liberación 
de LDH. En el cultivo primario de CMSP infectadas con VIHNL4.3 se realizó el mismo 
estudio de inhibición. Se obtuvo que el DEC+ NN16 no interfería en la replicación del 
VIHNL4.3 como se demostró con los DEC+ N8, N16 y NN8  en experimentos anteriores y el 
dendriplex DEC+ NN16/ODN TAR-GEM91 mostró una inhibición significativa de un 60  % 
(p < 0.05). La ausencia de toxicidad por la técnica de liberación de LDH confirmó que la 
inhibición de la replicación del VIHNL4.3 fue debida al efecto del dendriplex DEC+ 
NN16/ODN ya que no se produjo un incremento en la toxicidad de las CMSP. Estos 
resultados se correlacionaron con lo observado en microscopía confocal en lo referente 
a la entrada de los ODN o de los dendriplexes, mostrando que la presencia de los DEC+ 
no interfería con los efectos inhibitorios de los ODN. Pion y col. han publicado 
recientemente que el DEC+ NN16 aumenta la entrada del péptido gp160 al interior de 
las células dendríticas sin influir en las funciones vitales de las células, un requisito 
importante para utilizar el DEC+ NN16 como vehículo de liberación de antígeno en 
terapia inmune con células dendríticas [223]. 
 
 Se realizaron experimentos preliminares de la biodistribución del dendriplex 
formado por DEC+ NN16/ODN TAR. Se aplicó una administración vía intravenosa de dos 
concentraciones de DEC+ NN16 (43,5 µM y 14,5 µM) formando un dendriplex con el 
ODN TAR a ratio 2/1 en ratones hembra BALB/c. El sacrificio de los ratones se realizó a 
los 30 min tras la inyección y se observó la presencia del dendriplex en los pulmones, en 
el hígado y en el bazo, con una intensa presencia en la vejiga. Estos datos confirman lo 
publicado por el grupo de Duncan y col [81], donde tras 1 h de inyección intravenosa e 
intraperitoneal de PAMAM+ marcados con I125, la acumulación fue principalmente en el 
hígado (30-90 %) y se recogió menos de un 2 % en sangre de los dendrímeros catiónicos. 
Estos datos explican la acumulación del DEC+ NN16/ODN TAR en la vejiga a los 30 min y 
además sugiere que las modificaciones terminales son muy importantes para evitar la 
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rápida eliminación hepática. Otros estudios confirman también estos resultados 
preliminares, con una biodistribución preferente en hígado y bazo [90, 224]. Se están 
diseñando nuevos dendrímeros marcados para su visualización in vivo independiente de 
la unión a ODN fluoresceinados y que conserven su periferia catiónica con la síntesis 
añadida de un fluorocromo, como los dendrímeros de fósforo propuestos por el grupo 
de Majoral [225]. 
 
 La segunda aplicación biológica de los dendrímeros de estructura carbosilano 
que se describe en esta Memoria hace referencia a su capacidad anti-VIH por efecto de 
los grupos aniónicos de la periferia. Desde mediados de los años noventa, se investiga 
en nanopartículas con potencial microbicida que interfieran de algún modo en el 
mecanismo de entrada del VIH a través del epitelio vaginal [17]. Este tipo de 
microbicidas que no son específicos del VIH, ya que pueden actuar frente a otras ETS, 
reciben el nombre de microbicidas de primera generación. Los dendrímeros se 
encuentran en esta primera clasificación y el dendrímero con mejor potencial 
microbicida es un dendrímero aniónico basado en 32 grupos naftaleno sulfonato en la 
periferia (SPL7013, llamado comercialmente VivaGelTM) [39]. En la actualidad, existen 
seis microbicidas de primera generación estudiados en ensayos de eficacia fase IIB/III 
que no han mostrado una reducción significativa en la infección por el VIH [226]. De 
hecho, dos de esos microbicidas mostraron un incremento de la infección por el VIH 
asociado al daño causado en el epitelio vaginal (nonoxinol-9 y sulfato de celulosa). Por 
esta razón, se sintetizaron tres generaciones de tres tipos de DEC- con un interior 
biocompatible carbosilano y una superficie aniónica con potencial microbicida. Se 
estudió la viabilidad de células de endometrio (HEC-1A) como primera barrera frente a 
la transmisión heterosexual del VIH en presencia de los DEC-, así como en una línea 
celular linfoide (MT-2) y un cultivo primario de CMSP. Los DEC- estudiados fueron nueve, 
seis con núcleo de silicio y terminaciones carboxilato y sulfonato (1G-C8, 2G-C16, 3G-
C24, 1G-S8, 2G-S16 y 3G-S24) y tres con núcleo polifenólico y terminación sulfonato (1G-
O3S12, 2G-O3S24 y 3G-O3S48). No se observó al microscopio óptico señales de 
agrupamiento celular ni cambio de morfología en ninguna de las concentraciones 
estudiadas, excepto para la concentración de 50 µM con el DEC- con terminación 
carboxilato 3G-C32. Por el ensayo de liberación de LDH y MTT, se fijó una concentración 
biocompatible de hasta 20 µM con los nueve DEC- en HEC-1A, MT-2 y CMSP. Se 
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seleccionó la segunda generación de los tres tipos de DEC- con núcleo de silicio o núcleo 
polifenólico por haber presentado mejores resultados de solubilidad y toxicidad y se 
estudió su viabilidad en CMSP, la población celular más sensible a la concentración de 20 
µM. Las segundas generaciones de los tres tipos de DEC- (2G-C16, 2G-S16 y 2G-03S24) 
no mostraron toxicidad en CMSP a 10 µM. Por tanto, los DEC- con grupos funcionales 
similares (sulfonatos) y distinta estructura interna (núcleo de silicio de 2G-S16 frente a 
núcleo polifenólico de 2G-O3S24) se comportan de forma similar en los cultivos 
celulares. Las terceras generaciones mostraron problemas de solubilidad en 
determinados experimentos y se seleccionaron las segundas generaciones de los DEC- 
con núcleo de silicio y distintos grupos funcionales (2G-S16 y 2G-C16) para realizar un 
protocolo de biocompatibilidad más amplio: no se observó toxicidad a 10 µM en 
ninguno de los cultivos celulares estudiados (CMSP, eritrocitos, Mφ y CD) y tampoco se 
observó un incremento de la proliferación de las CMSP ni a 10 µM ni a 50 µM. Los DEC- 
2G-S16 y 2G-C16 habían demostrado no ser tóxicos ni mitogénicos a la concentración de 
10 µM. 
 
 Para su posible uso como microbicida, se evaluó la capacidad de los DEC- 2G-S16 
y 2G-C16 para interaccionar con el VIH-1NL4-3 en el proceso de infección de las células 
epiteliales HEC-1A, las cuales se infectan selectivamente con virus X4 pero no con virus 
R5 [227]. Aunque se ha detectado ADN proviral integrado en el genoma de las células, la 
producción viral es muy baja. Con el objetivo de poder utilizar los DEC- en la formulación 
de un gel vaginal de uso tópico, las células HEC-1A se pre-trataron 2 h, 1 h y 30 min 
antes de infectarlas con el VIH-1NL4-3 con los DEC- 2G-S16 y 2G-C16 a una concentración 
de 10 µM. Se seleccionó el pre-tratamiento de 1 h con los DEC- 2G-S16 y 2G-C16 por 
haber mostrado una eficacia de inhibición superior al 50 % y por el posible uso del 
futuro gel microbicida previo al coito, bien sea por administración tópica una hora antes 
o por liberación a lo largo del tiempo desde un dispositivo vaginal. Los DEC- 2G-S16 y 
2G-C16 a la concentración de 10 µM mostraron una inhibición de la internalización del 
VIH-1NL4-3 en HEC-1A superior al 50 %, por lo que estas moléculas podrían actuar como 
una barrera física en la prevención de la transmisión viral del VIH a través de células 
endometriales y de su paso a la cavidad interna del útero. Se seleccionó el DEC- 2G-S16 
para desarrollar nuevos experimentos de transmisión viral por haber mostrado éste un 
mayor porcentaje de inhibición de la infección e internalización del VIH-1NL4-3 en HEC-1A. 
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En CMSP, el DEC- 2G-S16 mostró efecto profiláctivo y terapéutico a tratar las células 1 h 
antes y 1 h después de la infección por VIHNL4.3, respectivamente. Este mecanismo post-
infección ha sido descrito para otras nanomoléculas aniónicas [228] y se debe 
principalmente a dos situaciones: una interacción irreversible del compuesto a la 
superficie celular que desencadena una serie de eventos que inhiben algún paso de la 
replicación viral o bien una internalización del compuesto que se une a otras dianas 
virales en el interior celular. Posteriormente, se estudió la interacción directa de DEC- 
2G-S16 durante 1 h con los aislados virales VIH-1NL4-3, VIH-1BaL y VIH-2CBL23 y VISmac239 y se 
observó que se redujo de forma significativa la capacidad infectiva de las partículas 
virales, obteniendo para el VIH-1NL4-3 el mayor porcentaje de inactivación viral. La 
transmisibilidad del virus libre frente al asociado a célula es todavía incierta [229], pero 
ambos motivos deben ser abordados por la terapia microbicida. Aunque la mayoría de 
las infecciones en la etapa aguda se producen por la interacción del VIH con el 
correceptor CCR5, se ha visto que el virus con tropismo X4 no puede ignorarse en el 
diseño de una nueva estrategia antiviral [229]. Por otra parte, aunque el receptor 
principal del VIH es el CD4, existe un mecanismo de infección independiente de esta 
unión, el cual predomina en el VIH-2 y VIS [5]. Los cuatro ejemplos citados fueron 
utilizados en los experimentos de inactivación viral y se observó que el DEC- 2G-S16 a 
una concentración de 10 µM disminuyó significativamente la infectividad de las cepas 
VIH-1NL4-3 y VIH-1BaL en aproximadamente un 100  % tras 1 h de contacto. En cambio, las 
cepas virales VIH-2CBL23 y VISmac239 redujeron su capacidad infectiva en un 60  % y 50  %, 
respectivamente. Esto sugirió que la interacción con la gp120 del virus predominaba en 
el mecanismo de acción del DEC- 2G-S16. Destaca en este experimento la inactivación 
del VIH-1NL4-3 por el DEC- 2G-S16 a la concentración de 1 µM. La tercera región variable 
(V3) de la glicoproteína de la envuelta del VIH-1 determina si el virus se une a CCR5 e 
infecta preferentemente macrófagos o se une a CXCR4 e infecta principalmente células 
T [230]. El grupo del Dr. Maly está estudiando mediante modelaje computacional los 
DEC- 2G-S16 y 2G-C16 y ha observado que forman complejos estables con gp120 y CD4, 
uniéndose en zonas cruciales para la interacción de gp120 con el receptor CD4 o con los 
co-receptores CXCR4 y CCR5 [231]. Es posible que la interacción de las cargas aniónicas 
del DEC- 2G-S16 con la gp120 sea más intensa en el caso de cepas virales X4 que en 
cepas virales R5, debido a la variación en los aminoácidos de la región. Esta interacción 
con la V3 loop de la gp120 ha sido descrita para otras nanomoléculas aniónicas con 
potencial microbicida [228].  
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 Para estudiar el efecto antiviral del DEC- 2G-S16 en una línea vaginal distinta a 
las células HEC-1A, se utilizó la línea de endocervix VK2/E6E7. Se observó un efecto 
inhibidor significativo de la infección del VIH-1NL4-3 a partir de una concentración del 
DEC- 2G-S16 de 1 µM. Está descrito que no todas las líneas de epitelio vaginal integran el 
ADN proviral, a pesar de secuestrar y liberar el virus al sobrenadante de cultivo [227]. 
Por tanto, es posible que el efecto anti-VIH sea más eficaz en células con un 
comportamiento distinto al de las células HEC-1A, donde se integra el ADN proviral pera 




Para el estudio de la inhibición de la transmisión del VIH a través de una 
monocapa de células epiteliales, se estudió la formación de una monocapa de células 
HEC-1A y VK2/E6E7 en dispositivos transwell. Este modelo del tracto genital femenino in 
vitro se elaboró con el objetivo de mimetizar el epitelio columnar simple (Fig. 89A) y el 
epitelio plano estratificado (Fig. 89B) correspondientes al útero y la vagina, 
respectivamente [17]. Un modelo similar se ha publicado recientemente por el grupo de 
Vanham y col. y se muestra la utilidad de estos dispositivos de transwell para el estudio 
de la transmisión del VIH y el efecto de los microbicidas [198]. Se estableció un tiempo 
de 7 días para la correcta formación de la monocapa y se cuantificaron los valores de 
TEER durante el transcurso del pre-tratamiento de 1 h con el DEC- 2G-S16. La monocapa 
no sufrió ninguna alteración durante esa hora, pero la adición de VIHNL4.3 disminuyó los 
valores de TEER. Este dato estaba en concordancia con los obtenidos por Nazli y col. 
recientemente [233]. EL VIH reduce la barrera de resistencia eléctrica de las células 
epiteliales y penetra en la zona inferior del epitelio. Por tanto, cualquier microbicida que 
limitara o evitara la interacción de la proteína gp120 del VIH con las células de las 
mucosas del tracto genital podría tener mayor probabilidad de éxito.  
 Fig. 89 Transmisión del VIH a través de la mucosa epitelial.
estratificado. 1. Infección directa de las células epiteliales. 
especializadas de transporte. 3.  
Langerhans intraepiteliales. 5. Paso a través de la barrera epitelial por fisuras en la 
 
En el modelo in vitro
mostró una reducción de partículas virales en el sobrenadante basolateral en más de un 
30 % con los aislados virales 
2CBL23. Además, los valores de TEER no disminuyeron de forma drástica cuando el DEC
2G-S16 estaba presente a una concentración de 10 µM 
sugiere una interacción del DEC
mencionado anteriormente. 
DEC- 2G-S16 no afectó al valor de TEER durante la hora que se estudió en las células 
HEC-1A. Esto puede ser debido a que la toxicidad del DEC
monocapa de células HEC
junctions, por lo que los valores de TEER permanecen constantes a lo largo del tiempo. 
El estudio de la fuerza de unión entre el DEC
cepa del VIH no estaba en los objetivos de esta Memoria, pero diversas técnicas pueden 
ser utilizadas para este análisis, como por ejemplo el b
plasmón superficial (SPR) 
 (A) Epitelio columnar simple y 
2. Transcitosis a través de células epiteliales y/o células 
Transmigración epitelial de células infectadas. 4. Captación por células de 
monocapa. 
 de HEC-1A en dispositivos de transwell el
VIH-1NL4-3 y VIH-1BaL, y de un 10  % con el aislado viral 
e incluso de 100 µM, lo que 
- 2G-S16 con la proteína gp120 del VIH, como hemos 
Sorprendentemente, a una concentración de 100 
- 2G-S16 es menor so
-1A o a que el DEC- 2G-S16 no está afectando a las 
- 2G-S16 y las diferentes gp120 de c
iosensor de resonancia de 
[228]. El DEC- 2G-S16 no solo actuó impidiendo el paso de las 
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(B) Epitelio plano 









partículas virales a través de la monocapa de HEC-1A, sino también reduciendo la 
infectividad de las mismas. Se observó una reducción de la infectividad en torno al 20 % 
con las cepas virales VIH-1NL4-3, VIH-2CBL23 y VISmac239, mientras que con el VIH-1BaL la 
reducción significativa fue de más del 50 %. En todos los casos, el DEC- 2G-S16 tuvo un 
efecto similar al obtenido con la molécula aniónica suramin a la misma concentración de 
10 µM. Es probable que la interacción del DEC- 2G-S16 con la región V3 en un virus X4 
sea más intensa que en el caso de un virus R5 y la presencia de partículas virales es por 
tanto menor en la cámara inferior, pero una vez atravesada la barrera epitelial, el 
mecanismo de transmisión utilizado por el virus puede reducir la infectividad [17]. Esta 
reducción posiblemente es más pronunciada en presencia de un polianión como es el 
caso de suramin o el DEC- 2G-S16 debido a otras interacciones implicadas en la unión 
DEC- 2G-16/ VIH-1BaL, no solo electroestáticas.  
  
 Como se observa en la figura 89, existen múltiples mecanismos de transmisión 
del VIH a través del epitelio vaginal. Las CDi y los MΦ son dianas de muchas situaciones 
clínicas debido a su participación central en el control de la inmunidad; Una transmisión 
efectiva del VIH a través de las barreras epiteliales permite una captación del VIH por las 
células dendríticas migratorias o por los macrófagos de tejido (mediante DC-SIGN, otro 
receptor de lectinas tipo C, receptores de manosa o proteoglicanos de heparán sulfato) 
y la posterior diseminación a los nódulos linfáticos [234, 235], pero también favorece 
una infección localizada en la mucosa que induce el reclutamiento de células adicionales 
susceptibles de ser infectadas por el VIH [236]. En definitiva, dado que estas células 
residen en las mucosas y se internalizan hacia el tejido linfático en su proceso de 
maduración, juegan un papel primordial en la diseminación inicial de la infección, 
además de actuar también como reservorios desde donde continuamente se infectan 
células T CD4. Se estudió el efecto del DEC- 2G-S16 en la prevención de la infección por 
VIH-1NL4-3 y VIH-1BaL, ya que durante la transmisión del virus la cepa R5 es predominante 
[237]. Aunque el mecanismo de esta transmisión no es totalmente conocido, números 
estudios demuestran que esta transmisión selectiva seria debido a una acumulación de 
varios factores: presencia de receptores, factores celulares y factores extracelular como 
las citocinas producidas de manera locales [238]. El pre-tratamiento de MΦ y CDi con el 
DEC- 2G-S16 produjo una reducción significativa en la producción de VIH-1NL4-3 pero no 
de VIH-1BaL. El efecto de interacción electrostática entre la región V3 de la gp120 del 
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VIH-1NL4-3 (con mayor carga neta positiva que su homóloga en VIH-1BaL) fue descrito 
anteriormente y parece dominar en la inhibición de la infección en MΦ. En el caso de las 
CDi, aunque el porcentaje de inhibición de la infección es similar, la reducción solo fue 
significativa con el VIH-1NL4-3, por lo que la reducción de la captación de partículas virales 
fue impedida por la presencia del DEC- 2G-S16. In vitro, los polianiones son menos 
potentes frente a los virus R5 pero se desconoce si este efecto limitará su eficacia in vivo 
[239]. Por último, se realizó un experimento que combinaba el efecto pre-tratamiento 
con el DEC- 2G-S16 en las células MΦ y CDi y la liberación de las partículas virales tras 
24h al sobrenadante. Este experimento se utilizó para estudiar la capacidad infectiva del 
VIH liberado por las células que habían sido expuestas al DEC-2G-S16 y se comprobó que 
el VIH-1NL4-3 y el VIH-1BaL redujeron la infectividad de CMSP activadas en más de un 90 %. 
Esto indicó que el DEC- 2G-S16 puede interferir no solo en el bloqueo de la transmisión 
del VIH a través del epitelio vaginal, si no en la infección de las poblaciones susceptibles 
de ser infectadas por el VIH. La complejidad de este estudio y del análisis de los 
resultados proviene de la diferencia entre infección directa de las células y de la captura 
de partículas virales. Por eso, se debe de tener en cuenta que la mayoría de los virus 
cuantificados en el sobrenadante de las CDi [240] y de los MΦ infectados provienen de 
virus capturados y re-largados en el medio extracelular, explicando el poco efecto de los 
productos antivirales dentro de las CDi y de los MΦ infectados [240, 241]. Estos dos 
tipos celulares tienen la capacidad de capturar y retener las partículas virales enteras e 
infecciosas sin ser directamente infectadas. Aunque la cepa R5 está capturada por estas 
células como la cepa X4, el virus R5 puede infectar con mayor facilidad las CDi y de los 
MΦ permitiendo producir nuevas partículas infecciosas [237]. Este proceso explicaría 
por qué solamente en el caso del VIHBaL se ve que los antirretrovirales son en parte 
efectivos. Explicaría también por qué el DEC- 2G-S16 es significativamente activo para la 
cepa X4 que sufre solamente el proceso de captura, mostrando que el DEC- 2G-S16 
permite o bien la disminución de la captura del X4 o bien impide soltar este virus. En el 
caso de la cepa R5, la hipótesis es que una parte de la captura puede ser impedida por el 
DEC- 2G-S16, pero que una parte del virus podría integrarse y replicarse, explicando que 
se observe una disminución de producción de antígeno p24 en el medio extracelular por 
la cepa R5 pero no significativamente diferente de la condición no tratada. Además, la 
utilización de los sobrenadantes producidos por las CDi y de los MΦ infectados para la 
subsecuente infección de CMSP activadas demuestra que estos virus re-largados por las 
CDi y de los MΦ infectadas son poco infectivos. Aunque no se puede excluir que esta 
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disminución de infectividad sea debido a la acumulación de distintos procesos: 
disminución de captura, disminución de liberación de las partículas en el medio 
extracelular de las CDi y de los MΦ infectadas y por fin disminución de la infectividad de 
los virus por contacto directo DEC- 2G-S16/virus. Aunque no se puede decir con certitud 
a qué nivel el DEC- 2G-S16 actúa para disminuir la infección de las CMSP activadas, el 
dendrímero tiene un efecto muy intenso sobre el poder infeccioso de las dos cepas 
virales, mostrando que el DEC- 2G-S16 podría ser utilizado como microbicida 
permitiendo la disminución de la infección de las células centinela como las CDi y MΦ, 
pero también de las células dianas del VIH, las CMSP. Experimentos futuros serían 
necesarios para aclarar el mecanismo exacto de esta inhibición viral así como para 
verificar si el DEC- 2G-S16 sería eficaz con otra cepa viral o con aislados primarios. 
 
 
 En 2009 había más de 11 candidatos a microbicidas en ensayos clínicos y más de 
50 en ensayos preclínicos [242]. Sin embargo, se han descrito microbicidas que 
incrementan la infección por el VIH asociada al daño causado en el epitelio vaginal, 
como por ejemplo el nonoxinol-9 y sulfato de celulosa [36, 243]. Conocer si los 
dendrímeros 2G-S16 y 2G-C16 eran capaces de inducir inflamación en las células del 
epitelio vaginal fue un objetivo necesario para el tratamiento in vivo con estas 
moléculas. Previamente, se ha descrito que otros dendrímeros como los PAMAM+, 
tanto de primera como de tercera generación, son capaces de estimular citocinas 
proinflamatorias en ratones y en humanos [244, 245]. Este efecto provocaría una 
estimulación de la respuesta inmune que favorecería la infección por el VIH y podría 
anular los efectos antivirales observados. Los resultados de microarrays en monocapas 
de células HEC-1A expuestas durante 1 h a los DEC- 2G-C16 o 2G-S16 mostraron que no 
hay una inducción temprana de genes asociados a inflamación que pudieran ocasionar 
una mayor infectividad del virus por estimulación del sistema inmune. Sonza y col. 
mostraron que el dendrímero aniónico SPL7013 y la molécula polianiónica PRO2000 no 
aumentaron la replicación del VIH en CMSP [246], en oposición a la idea de que los 
microbicidas de primera generación aniónicos activaban la replicación viral [247]. Un 
ejemplo de un candidato a microbicida que mostró anteriormente un aumento de la 
producción de citocinas pro-inflamatorias en CMSP fue Cyanovirin-N [248]. No obstante, 
las funciones asociadas a los genes diferencialmente expresados que se obtienen en el 
experimento, deberán ser analizadas más en profundidad para descartar la posibilidad 
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de producir efectos adversos no deseados en una posible futura aplicación 
farmacológica.  
 
 El primer dendrímero probado como antiviral in vivo fue el BRI-2999, un 
dendrímero de polilisina con grupos naftil sulfonato terminales [89]. El DEC- 2G-S16 se 
ha estudiado en un modelo vaginal de conejos hembra de la raza blanco de nueva 
Zelanda con el objetivo de realizar un estudio de la irritación vaginal que produce la 
exposición continuada del DEC- 2G-S16 a una concentración de 1 µM y 10 µM. Los datos 
del ensayo pre-clínico en conejos hembra fueron excelentes para la formulación de un 
microbicida, ya que durante dos semanas y con una aplicación diaria de dos dosis de 
DEC- 2G-S16 (1 µM y 10 µM), no se encontraron parámetros de irritación vaginal. No 
hubo mortalidad ni señales de secreción vaginal, eritema o edema en los conejos 
estudiados y el índice de irritación vaginal de 0,1 y 0,2 para las dosis de 1 µM y 10 µM de 
DEC- 2G-S16 respectivamente se calculó a partir de las observaciones microscópicas de 
irritación del epitelio, infiltración leucocitaria, congestión vascular y edema. El DEC- 2G-
S16 presentó mejor índice de irritación vaginal que el derivado de terpeno C14, un 
candidato a microbicida con actividad antiviral frente a virus X4 y R5 [249]. Estos 
resultados pueden ampliarse en un modelo ex-vivo con tejido de útero humano, junto 
con otra serie de ensayos preclínicos. 
 
 En esta Memoria se describen dendrímeros de estructura carbosilano 
hidrosolubles. Precisamente la solubilidad en agua, junto con los datos que describen su 
biocompatibilidad y la multivalencia de superficie de estos dendrímeros (la cual aporta a 
estas moléculas una gran versatilidad), son datos clave para fundamentar su potencial 
uso biológico, abriendo la posibilidad futura de nuevas investigaciones con estos 
dendrímeros en campos tan diversos como la liberación controlada en el caso de los 
DEC+, no solamente de ODN sino también de otros fármacos polianiónicos, tales como 
la heparina, algunos antiinflamatorios no esteroideos como la indometacina, la aspirina, 
etc, buscando evitar también los efectos indeseados de la unión de estos fármacos a 
proteínas del plasma. Debido a su labilidad a pH ácido, podrían ser útiles para la 
administración de fármacos aniónicos de forma pH dependiente. Existe la posibilidad de 
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estudiar también estos dendrímeros para facilitar la administración por iontoforesis de 
dichos fármacos aniónicos, dotándolos de una carga neta positiva que facilite su paso a 
través de la piel al aplicarse una diferencia de potencial entre la parte externa e interna 
de la misma. Además, la vía transdérmica evita algunos de los efectos secundarios 
presentes en la administración de algunos fármacos por vías más clásicas como la oral o 
la parenteral (intolerancia gástrica, nefrotoxicidad). Se podría evaluar también su 
utilización en administración de fármacos aniónicos por vía inhalada, ya que facilitarían 
la adhesión a los fosfolípidos de la membrana alveolar. Sería interesante evaluar las 
interacciones de estos dendrímeros con proteínas anómalas tales como las presentes en 
la amiloidosis, o su posible papel en el diseño de vacunas, portando en su superficie 
péptidos antigénicos. 
 
 Por otra parte, el potencial de los DEC- reside en su capacidad anti-VIH y la 
posibilidad de formular un microbicida en un futuro próximo. La mostraba capacidad del 
DEC- 2G-S16 de inhibición de la transmisión viral a través del epitelio vaginal, unida al 
efecto terapéutico en CMSP infectadas, aumenta el potencial de los DEC- como posibles 
microbicidas. Queda por indagar el posible papel que los DEC- podrían desempeñar en la 
inhibición del ciclo vital de algunos patógenos (bacterias, hongos, virus e incluso priones) 
en base a las interacciones que pudieran establecer con componentes de membrana o 
proteínas de los mismos. Los resultados obtenidos permiten diseñar futuros estudios 
utilizando los DEC- con otros virus de transmisión sexual como el virus del herpes simple 
(VHS) o el virus del papiloma humano (VPH), así como el efecto en diversos patógenos 
como hongos y bacterias. Para poder avanzar en el desarrollo de un gel microbicida se 
necesita aprender de los errores de anteriores nanomoléculas estudiadas y ampliar el 
estudio a situaciones fisiológicas reales como por ejemplo el estudio de los DEC- en 

















I. The DEC+ N8, N16, NN8 and NN16 described in this thesis were able to form effective 
dendriplexes with phosphorothioate ODN as well as plasmids and siRNA. Additionally, 
these DEC+ were seen to gradually release ODN in a time dependent manner in 
acqueous solution in less than 24 h. They also released ODN at pH <5. 
 
II. The DEC+ N8, N16, NN8 and NN16 showed excellent biocompatibility profiles in 
PBMC, MT-2 and erythrocytes at concentrations up to 5 µM with the DEC+ NN16 
showing the best results of all. Furthermore, NN16 showed excellent biocompatibility up 
to 5 µM in macrophages and primary dendritic cell cultures as well as SupT1, U87, SK-N-
MC, K-562 y JEG-3.  
 
III. The DEC+ N16, NN8 and NN16 protect ODN from interactions with human and bovine 
serum albumin, and NN16 appeared to offer the highest level of protection and was the 
best non-viral candidate for gene delivery. 
 
IV. Stimulated PBMC were seen to greatly internalize the tested phosphorothioate ODN 
and the dendriplexes did not interfere with natural internalization. DEC+ NN16 
dendriplex showed an improvement at inhibiting HIV replication in PBMC and MT-2 cells 
over the antisense ODN alone.  
 
V. The three generations of DEC- possessing silicon cores and carboxylated or sulfonated 
functional groups (1G-C8, 2G-C16, 3G-C32 and 1G-S8, 2G-S16, 3G-S32, respectively) and 
the three generations of DEC- with polyphenolic cores and sulfonated functional groups 
(1G-O3S12, 2G-O3S24 y 3G-O3S48) showed excellent biocompatibility profiles in HEC-1A 
and PBMC up to 10 µM. 
 
VI. The DEC- 2G-C16 and 2G-S16 showed high inhibition of infection with HIVNL4-3 in HEC-
1A cells with inhibition values greater than 50% and 70%, respectively, after one hour 
pre-treatment with the DEC- at 10 µM. 
 
VII. DEC- 2G-S16 showed 80% inhibition of HIVNL4-3 infection in PBMC when a one-hour 
10 µM pre-treatment was administered prior to HIVNL4-3 infection and 50% inhibition 
when a one-hour post-treatment was administered after HIVNL4-3 infection. Furthermore, 
10 µM DEC- 2G-S16 inactivated 95% of HIV-1NL4.3 and HIV-1BaL and 50% of HIV-2CBL23 and 




VIII. DEC- 2G-S16 reduced HIVNL4-3 and HIV-1BaL transmission across a HEC-1A monolayer 
by 30% and reduced HIVNL4-3 and HIV-1BaL infection of macrophages and immature 
dendritic cells by 40%.  
 
IX. A one-hour interaction of DEC- 2G-S16 at 5 µM with a HEC-1A monolayer did not 
result in the dysregulation of any genes related to inflammation.  
 
X. DEC- 2G-S16 did not induce vaginal irritation in rabbits after repetitive 10 µM 
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